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緒言
界面活性剤と痒み
 界面活性剤による洗浄の基本性能とは，皮膚表面に付着した塵埃等の汚れや皮脂の分解物，
剥離した角質細胞などを取り除くことである。この洗浄行為により皮膚は健やかに美しく保
たれ，皮膚の生理機能を活発に維持することができる。そのため，日常生活の中で皮膚の洗
浄は重要な行為である。
しかし，皮膚洗浄剤の使用によって痒みを感じるヒトが増加しているのは事実である。痒
みの感じ方に特徴があり，健常皮膚の場合は洗浄中や洗浄後に一過性の痒みを生じる。その
ような場合，消費者は使用した皮膚洗浄剤が自身の皮膚に合わなかったものと考えたり，そ
の日の体調などの影響と結論付けたりしてしまい積極的な対応をすることは殆どない。確か
に，私達はこのように日常生活で感じる持続しない痒みを取り上げて大きく問題視すること
はそう多くはない。現実的に問題になる痒みは，持続的な強い痒みである。このような痒み
を感じる皮膚は健常皮膚というよりは乾燥皮膚や荒れ皮膚，敏感皮膚である場合が殆どであ
る。界面活性剤による洗浄行為を頻繁におこなっている理・美容師や看護師，主婦などの頻
回使用者に手湿疹を罹患している方が多く，慢性的な痒みに苦しんでいる（Inoue et al., 2008）。
昨今，生活環境が良くなり，快適な生活になるにつれて洗浄剤の使用頻度が増加している。
生活環境が変化した時には，今まで大きな問題になっていなかったことが問題化することが
ある。その一つに洗浄剤（界面活性剤）という日常生活に欠かせない原料によって誘発され
る発赤，皮膚乾燥，痒みなどの皮膚トラブルがある。
パーソナルケア製品（化粧品や日用品）に対する疫学調査によると，皮膚有害反応事例の
約 70%が非アレルギー性の刺激によるものであることが示されている（Simion and Allen, 
1994）が，明確な原因の特定にまで至ったケースは少ない。多くの場合，消費者は外部から
の物理刺激や化学刺激に対して初めは明確な臨床症状を伴わない感覚的な症状を訴える
（Groot et al., 1987; Paquet et al., 1998; Berne et al., 1996）。この不快感としてツッパリ感，痒み，
チクチク感，灼熱感などがあり，これらを単独あるいは複合して感じる。このような主観的
感覚は先でも述べたように微弱な徴候で一時的なものであれば大きく問題視されることはな
いが，パーソナルケア製品は日常的に使用するため，微弱であった不快感に連続性が生まれ
ると，やがて皮膚荒れ，皮膚乾燥，発赤などの肉眼的に確認できる症状へ移行する（Simion et 
al., 1995）。その原因と考えられているパーソナルケア製品として皮膚洗浄剤（主成分がアニ
オン性界面活性剤）がある（Simion et al., 1995）。これらの知見から，痒みの発生に界面活性
剤が直接的もしくは間接的に関与している可能性が推測されるが，界面活性剤によって誘発
される痒みの発生機序の詳細は不明である。
そこで本研究では，アニオン性界面活性剤が直接痒みを発生する刺激となり得るのかとそ
の痒みの発生機序を検討した。
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背景
1．痒み
1-1．痒みの表現
 痒み（Pruritus）は，ドイツ人医師である Samuel Hafenrefferによって 1660年に“unpleasant 
sensation”と定義されている。
 また，他に痒みは“An unpleasant sensation that provokes the desire so scratch”（Rothman, 1941），
「掻爬衝動に駆られる不快な感覚」と表現されている。しかし，不快かどうかは主観的な感
覚であり，Savin（1998）は“A sensation that, if sufficiently strong, will provoke scratching or the 
desire to scratch”，「十分に強ければ，掻爬または掻爬行動に駆られる感覚」と説明している。
 痒みは皮膚表層及び皮膚に隣接した粘膜や角膜に固有の掻爬欲求を伴う不快な感覚であり，
痛みなどと並ぶ生理学的体性感覚の一種である。痒みは，古くから認識されてきた感覚であ
るにも関わらず，生命に直接関わる程の緊急性が高くなかったことなどの理由で，痒みの研
究は未だ途上にある。痒みは主観的な感覚であることから，痒みを「痒い」という表現だけ
ではなく，より具体的に表すことが難しい。このような痒みの表現の多様性から青木と岡田
（2001）は痒みの性質を表す表現として 8種類を挙げ，Yosipovitchら（2000）は 10種類挙げ
ている（Table 1）。
Table 1. 痒みの表現
青木敏之と岡田茂樹, 2001 Yosipovitch et al., 2000 
as insect crawl 虫が這うような tickling くすぐったい
chiku-chiku チクチク stinging ピリピリ
iji-iji イジイジ crawling like ant ムズムズ
muzu-muzu ムズムズ stabbing 刺すような
piri-piri ピリピリ pinching 摘みたい
stinging 刺すような burning 灼熱感
burning 焼けるような bothersome やっかいな
tsun-tsun ツンツン annoying イライラする
unbearable 耐えきれない
worrisome 気をもます
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1-2．痒みの分類
 皮膚由来の痒み感覚の多くは，表皮真皮境界部に存在する一次求心性ニューロン（C線維）
の自由神経終末（軸索末端）が物理的・化学的刺激などによって活性化されて，生じたイン
パルスが脊髄後角へ入力され，脊髄後角で二次ニューロンに伝達され，脊髄視床路を上行し，
大脳皮質感覚野に到達することで認識される。この痒み伝達経路を介して発生する痒みを①
pruritoceptive itch（末梢性掻痒）とし，炎症や皮膚乾燥，皮膚障害によって生じる。乾皮症，
蕁麻疹，虫刺され，乾癬など多数の皮膚疾患による痒みが該当する。上記で述べた痒みの求
心性経路のどこかで障害性刺激が生じて発生する痒みを②neuropathic itch（神経障害性掻痒）
とし，帯状疱疹後の掻痒，脳血管障害，多発性硬化症，脳腫瘍に伴う掻痒が該当する。神経
に病理的異常が認められずに中枢で生じる痒みを③neurogenic itch（中枢性掻痒）とし，胆汁
うっ滞による掻痒，慢性肝疾患，慢性腎疾患が該当する。この中枢性掻痒にはオピオイド受
容体の関与がいわれている。精神的な異常によっても痒みが発生し，この痒みを④psychogenic 
itch（心因性掻痒）とし，寄生虫忌避症における妄想や脅迫性障害，うつ病，ストレスによっ
て生じる。痒みを成因から上記のように 4種類に分類する提唱がなされている（Yosipovitch et 
al., 2003; Twycross et al., 2003; Ikoma et al., 2006）。
1-3．痒みの悪循環（itch-scratch vicious cycle）
ヒトは痒みにより「掻きたい，あるいは掻かずにおられない」という衝動を抱く（生駒，
2006）。そして，掻くことが掻きたい衝動を更に引き起こすが，掻き動作の繰返しで痒みは治
まる。しかし，掻爬行為が皮膚を物理的に傷つけ，外部刺激から生体を守るバリア機能を脆
弱化させる。皮膚が障害を受けると表皮細胞から interleukin-1や tumor necrosis factor-などの
サイトカインが放出される。これらの炎症性サイトカインはマスト細胞や血管内皮細胞の活
性化を介して炎症を誘発し，皮膚症状を悪化させる（Pastore et al., 2000）。さらに，C線維（知
覚神経）を上行したインパルスの一部が遠心性に神経に伝わることによって，神経終末から
substance P（アミノ酸 11個）や carcitonin gene related peptide（CGRP，アミノ酸 37個）など
の神経ペプチドが遊離される。この遊離された神経ペプチドが炎症を増幅させると考えられ
ている（Jarvikallio et al., 2003）。炎症が生じると炎症部位やその周辺から炎症性サイトカイン
などの化学物質が放出され，それらが原因で再び痒みを生じるようになる。その結果，痒み
が強くなり，掻爬により皮膚炎を悪化させるという悪循環（itch-scratch vicious cycle）に陥る
（Wahlgren, 1999; Yosipovitch and Papoiu, 2008）。つまり，皮膚の修復を待たずして再び掻爬す
ることで皮膚が修復されない，むしろ皮膚炎が進行し感染症の原因になってしまう場合もあ
る。また，執拗な激しい痒みは集中力の低下や睡眠障害を招き，生活の質（quality of life, QOL）
を著しく低下させる（Ayres, 1964）のみならず，外見が気になり外出を躊躇うなどの見た目
の問題にも繋がる。痒みはストレスなどの心理的な要因によっても発生し，掻くことで皮膚
炎を誘発し痒みが悪化する（stress-scratch cycle）。誰もが経験したことがあるように，冬期な
どの空気が乾燥している時期に皮膚が乾燥し痒みを感じる。このことからも皮膚乾燥が痒み
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を誘発する要因の一つであることは周知されている。
1-4．動物を用いた痒みの評価法
Histamineやマスト細胞脱顆粒促進物質（compound 48/80）などの起痒物質の皮下注射がヒ
トの痒みモデルとして伝統的に使われている（Fjellner and Hägermark, 1985; Woodward et al., 
1995）。しかし，ヒトを対象とした研究には，被験者として参加するヒトの人権や安全などに
関する倫理的な問題があるため，積極的に研究対象にするには限界がある。また，痒みは主
観的な感覚であることからも客観的な評価が困難であった。しかし，Kuraishiら（1995）は，
前肢や舌で触れることができず，後肢のみで触れることができるマウスの吻側背部皮膚に，
ヒトで痒みを起こす起痒物質（compound 48/80と substance P）を皮下注射すると，注射部位
やその周辺への後肢による掻き動作が惹起されるが，発痛物質（capsaicinと formalin）を皮下
注射しても掻き動作が引き起こされないことを見出し，掻き動作が痒み関連行動である可能
性を示している。つまり，マウスの掻き動作を指標に痒みの程度を客観的に評価することが
可能となった。
痒みの主要なメディエーターの一つである histamineは古くから知られており（Lewis, 1927），
臨床では痒みに対する第一選択薬として H1ヒスタミン受容体遮断薬が処方されるが，急性蕁
麻疹を除くアトピー性皮膚炎などの慢性掻痒を伴う痒みには効果が低い。動物においても
histamine の皮内注射で掻き動作を示すのは ICR，ddY，BALB/c，C57BL/6，WBB6F1 などの
限られた系統のマウスであることが報告されている（Inagaki et al., 2001）。これらの結果から，
マウスでは histamineが共通の起痒物質でないことを示唆している。
Kondoら（1964）によって確立された近交系 NC/Ngaマウスは，無菌（specific pathogen free, 
SPF）環境下では皮膚炎を発症しないが微生物コントロールや飼育用ケージなどの器具等の滅
菌をしていない（conventional）環境下での飼育により皮膚炎を自然発症する。NC/Nga マウ
スは皮膚炎の発症に伴い掻き動作が誘発されること，血中 IgE 濃度の上昇，皮膚の病理組織
学的形態など多くの点でアトピー性皮膚炎患者と類似している（Matsuda et al., 1997）。そして，
この掻き動作がμオピオイド受容体拮抗薬で抑制される（Maekawa et al., 2002）。ヒトにおい
てもμオピオイド受容体拮抗薬は，胆汁うっ滞，慢性蕁麻疹，アトピー性皮膚炎などの掻痒
性疾患患者の掻き動作を抑制し（Mansour–Ghanaei et al., 2006; Monroe, 1989），健常者におけ
る histamine誘発性の痒み（Bernstein et al., 1982）など様々な原因によって誘発される痒みを
抑制する。動物においても，μオピオイド受容体拮抗薬は様々な起痒物質の皮内注射によっ
て誘発される掻き動作を抑制し（Inagaki et al., 2000），痒みを伴う疾患マウスモデルで観察さ
れる自発的掻き動作も抑制する（Miyamoto et al., 2002; Maekawa et al., 2002）。以上より，μオ
ピオイド受容体拮抗薬の効果を検討することは，観察される掻き動作が痒みに起因するもの
かを判断する有効な手段と考えられる。
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1-5．末梢における痒みの伝達経路（ヒスタミン依存的／ヒスタミン非依存的経路）
 末梢においてマスト細胞が産生・放出する histamine，tryptase や神経終末から放出される
substance Pおよび CGRP，ケラチノサイトが産生・放出する leukotriene B4および一酸化窒素
（nitric oxide, NO），活性化 CD4陽性 T細胞が産生・放出する interleukin-31なども痒み発生因
子や痒み増強因子として作用している（Ando and Kuraishi, 1998, 2003; Ando et al., 1998, 2004, 
2009; Yamaguchi et al., 1999; Dillon et al., 2004; Ui et al., 2006）。皮膚内 histamineは蕁麻疹や皮膚
肥満細胞症，薬疹などの皮膚疾患に伴う痒みのメディエーターとして知られている。H1ヒス
タミン受容体遮断薬はヒトと動物の両方において histamine 誘発性の痒みに有効である
（Ohtsuka et al., 2001; Ui et al., 2006; Jauregui et al., 2007）。しかし，抗 histamine薬は急性蕁麻
疹には著効を示すが（Ferguson et al., 1985），アトピー性皮膚炎などの掻痒性皮膚疾患におい
ては有効ではない（Klein and Clark, 1999）。Histamineは痒みとともに，直接的血管拡張作用
や，histamine感受性 C線維の軸策反射により血管拡張作用のある神経ペプチド（substance P
や CGRP）を放出することで皮膚に紅斑をもたらす。しかし，日常的に体験する痒みには必
ずしも紅斑を伴わない。これより，histamine 非依存的なシグナル伝達経路の存在が推測され
る。Cowhage（mucuna pruriens, 八升豆の鞘を覆う産毛状の棘）を皮膚に接触させると痒みは
生じても紅斑は生じない。またヒトでの実験で，カプサイシンを皮膚に投与して末梢神経の
脱感作を起こした場合，cowhageの痒みは抑制しても histamineの痒みは抑制しないことが報
告されている（Johanek et al., 2007）。これらの知見から現在のところ histamine依存的および
histamine非依存的な 2種類の経路があると考えられている（Davidson et al., 2007; Johanek et al., 
2007; Namer et al., 2008; Nakano et al., 2008; Davidson and Giesler, 2010）。
Protease-activated receptor（PAR）は PAR-1~PAR-4の 4つのサブタイプが知られており，い
ずれの受容体も，tryptaseなどのプロテアーゼが作用するとアミノ末端の細胞外領域の特定部
位が限定分解され新しく現れたアミノ末端の領域が，自らの第二細胞外ループの領域に結合
して，細胞内に情報が伝達される（Ossovskaya and Bunnett, 2004）。PAR-1~PAR-4の各受容体
のペプチド性アゴニストを NC 系マウスの皮膚に投与すると，PAR-2 アゴニストのみが用量
依存的に痒み関連行動を誘発する（Tsujii et al., 2008, 2009）。Tryptase 誘発掻き動作および
compound 48/80誘発掻き動作は抗 PAR-2抗体（プロテアーゼ切断部位をエピトープとする抗
体）および PAR-2拮抗薬で抑制される（Ui et al., 2006）。これらの結果から，マスト細胞の脱
顆粒によって放出された tryptase が一次求心性ニューロンの PAR-2 受容体に作用して痒みシ
グナルを発生させる可能性が考えられ，histamine非依存的な経路の一つであると思われる。
 脂質メディエーターの一つである leukotriene B4は，マウスでは histamineよりも強力な起痒
物質であり，一次求心性ニューロンの BLT1 受容体への結合が起痒作用の一つと考えられる
（Ando et al., 1998, 2004, 2009）。皮膚において NOは L-arginineから nitric oxide synthase（NOS）
によって生合成される（Palmer et al., 1988）。Substance Pは NOS発現細胞に作用して NOを産
生する（Bull et al., 1996）。Substance P誘発掻き動作を NOS阻害剤が抑制する。しかし, NO
の基質である L-arginine や NO ドナーである NOR3 の皮内注射では掻き動作が起きないが，
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substance P誘発掻き動作を増強する。これより NOは痒み増強因子であることが示唆されて
いる（Ando and Kuraishi, 2003）。
 表皮真皮境界部辺りには substance Pおよび CGRP含有一次求心性線維が広く分布しており，
substance P，CGRPは皮内注射により痒みを生じることから，一次求心性線維の興奮により，
一次求心性線維の神経終末から遊離される substance Pや CGRPが痒みを惹起する可能性が示
唆されている。これらは主にマスト細胞を刺激し，histamine を遊離させる作用によると考え
られている（Hägermark et al., 1978）。しかし，ヒトで痒みを誘発させる濃度の substance P
（Fjellner and Hägermark, 1981）をヒト皮膚マスト細胞に作用させても histamine遊離は起こら
ない（Ebertz et al., 1987）。また，CGRPをヒトの皮膚に投与しても，皮膚内 histamine量の増
加は確認されていない（Weidner et al., 2000）。これらの研究から，マスト細胞由来の histamine
が substance P誘発の痒みや CGRP誘発の痒みに重要ではないことが推測されるが詳細は不明
である。
Interleukin-31 トランスジェニックマウスは自発的に皮膚炎と痒み関連掻き動作を誘発する
（Dillon et al., 2004）。アトピー性皮膚炎患者の血中 interleukin-31レベルは重症度と相関して
増加している（Ezzat et al., 2011）。Transient receptor potential（TRP）チャネルなども痒み発生
に関与することが報告されている（Alenmyr et al., 2009; Steinhoff and Bíró, 2009）。これらの報
告より，histamine非依存的なシグナル伝達経路は複数存在する可能性が考えられる。
 まとめると，多くの掻痒性皮膚疾患において複数の因子が痒み発生や痒み増強に関与して
いると考えられ，末梢の痒み発生機構が十分に解明されているとは言い難い。そのため本研
究では，界面活性剤という誰もが日常的に使用する物質を研究対象にし，末梢性掻痒の新た
な痒み発生経路の証明に取り組んだ。
1-6．ヒスタミン生合成とヒスチジン脱炭酸酵素（HDC）
Histamine はアミノ酸の L-histidine に特異的で，かつ高親和性の L-histidine decarboxylase
（HDC）により産生される。Histamine産生・貯蔵細胞には，マスト細胞や好塩基球，エンテ
ロクロマフィン様細胞などがあり，histamine は顆粒内に貯蔵され，刺激に応じて細胞外へ放
出されて生理作用を示すとする考え方が一般的とされている。一方，顆粒内に貯蔵されてい
る histamine とは異なり，細胞刺激により細胞内で生合成される誘導性 histamine の存在様式
が指摘され，免疫機能との関連性が示唆されている（Kahlson and Rosengren, 1968; Takamatsu et 
al., 1996）。
誘導性 histamineは貯蔵型 histamineと異なり，細胞内で histamineの生合成が確認されるも
のの，histamine 貯蔵顆粒や細胞内において histamine の検出が難しいタイプの様式である。
Histamineの生合成に必須の HDCは lipopolysaccharideや炎症性サイトカイン刺激によって誘
導されることが報告されている（Endo, 1989; Endo et al., 1992）。誘導性 histamineは生合成さ
れたのちに，直ちに細胞外へ放出されるという特徴があり，組織損傷や組織修復過程，タン
パク合成が盛んな組織において検出される（Kahlson et al., 1960; Schayer and Ganley, 1959; 
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Nishibori et al., 2001）ことから，生体防御との関連性が示唆されている。HDC発現細胞とし
て，マスト細胞以外にケラチノサイト（Fitzsimons et al., 2001），T細胞（Oh et al., 1988; Aoi et 
al., 1989），B細胞（Oh et al., 1988），マクロファージ（Kawaguchi-Nagata et al., 1988; Takamatsu 
and Nakano, 1994; Hirasawa et al., 2001），好中球（Shiraishi et al., 2000b），血管内皮細胞（Tippens 
and Gruetter, 2004）の免疫担当細胞が明らかにされている。
1-6-1．マスト細胞内の貯蔵型ヒスタミンとヒスチジン脱炭酸酵素（HDC）
 マウスの癌化マスト細胞（mastocytome P-815細胞）から精製された HDCは分子量 110-kDa
で，分子量 53-kDa のサブユニットの二量体であり，L-histidine のみを基質とし，補酵素とし
て pyridoxal phosphateを必要とするという特徴がある（Ohmori et al., 1990）。精製酵素のアミ
ノ酸配列をもとに，癌化マスト細胞 P-815細胞の cDNAライブラリーからマウス HDC cDNA
のクローンを単離し，単離した cDNA は全長 2371 塩基対からなり，翻訳領域（1896 塩基）
の塩基配列から推定されるアミノ酸残基は 662個で，ここから計算される HDCタンパクの分
子量は 74071（74-kDa）である（Yamamoto et al., 1990）。サザンブロット解析よりマウス HDC 
mRNAは単一バンド（2.7kb）であることから HDC mRNAは 1種類しか存在しないと考えら
れる。74-kDa HDCの C末端部分（21-kDa）が欠落したものが 53-kDa HDCであることが報告
されている（Yamamoto et al., 1993）。これらのことから，74-kDa HDCは前駆体であり，プロ
セッシングの結果，53-kDa HDCが生成すると推定されている（Yamamoto et al., 1993）。この
プロセッシングをセリンプロテアーゼ阻害剤の diisopropyl fluorophosphate（DFP）と
benzamidine により阻害されることから，プロセッシング酵素として benzamidine 感受性セリ
ンプロテアーゼが推定されている（Tanaka et al., 1995; Ichikawa et al., 1998）。プロセッシング
に要する時間は，高い HDC活性を有するラット好塩基球細胞株 RBL（rat basophilic leukemia）
-2H3細胞においては，約 2-30分という非常に速やかな翻訳後プロセッシングが起こることが
報告されている（Tanaka et al., 1998）。ヒトマスト細胞株 HMC（human mast cells）-1および
mouse bone marrow-derived mast cells（BMMC）においては，細胞刺激から 4時間以上経過し
たのちにタンパク翻訳が確認されている（Jeong, et al., 2009）。動物種や細胞種の差異や実験
条件によってタンパク翻訳に要する時間が異なると推測されるが詳細は不明である。
Percollを用いた密度勾配遠心分画により，74-kDa HDCはサイトゾル・小胞体を含む画分に，
53-kDa HDCは小胞体・ゴルジ・顆粒を含む画分にそれぞれ存在しており，HDC活性はサイ
トゾルおよび顆粒にそれぞれ検出されることが示されている（Tanaka et al., 1998）。また，サ
ポニンであるジキトニンを処置（細胞内に外部から物質を容易に導入するための方法）する
ことで部分的に物質透過を可能にした細胞膜を有するセミインタクト細胞を作製し，トリプ
シンを作用させたところ74-kDa HDCは完全に消化されるのに対し53-kDa HDCは抵抗性を示
している。つまり，74-kDa HDC はサイトゾルあるいはサイトゾルに接した領域に分布し，
53-kDa HDCはプロテアーゼによる消化から免れる領域（オルガネラの内腔側）に存在するこ
とを示唆している（Ichikawa et al., 2010）。
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53-kDa HDCは顆粒内で histamineを生成し貯留すると考えられている。74-kDa HDCはサイ
トゾルで histamine を生成し，細胞外へ 12 回膜貫通型有機カチオンのトランスポーターであ
る organic cation transporter-3（OCT-3）を通って放出され，サイトゾル内の histamine量が細胞
外 histamine量よりも低い場合は細胞外から histamine取込みにも関与し細胞内の histamine濃
度の維持に作用しているかもしれない（Ichikawa et al., 2010）。サイトゾルで生合成された
histamineは 2型小胞モノアミン輸送体（Vesicular Monoamine Transporter Subtype 2，VMAT2）
を介して顆粒に取り込まれる（Ichikawa et al., 2010）。サイトゾルに存在する 74-kDa HDCは
ubiquitin-proteasome により ATP 依存的に速やかに代謝される（Tanaka et al., 1997）。一方，
53-kDa HDCはプロテアーゼに抵抗性を示すことから安定な分子種であると推測される。
 以上の内容を模式化したものが Fig. 1である。
Fig. 1. マスト細胞におけるヒスタミンの細胞内生合成とヒスチジン脱炭酸酵素（HDC）
（Ichikawa et al., 2010より引用，一部改変）
1-6-2．マクロファージ内の誘導性ヒスタミンとヒスチジン脱炭酸酵素（HDC）
 マウスのマクロファージ様細胞株 RAW264.7細胞において，小胞体 Ca2+-ATPase阻害剤タプ
シガージン処置により一過性の HDC誘導が生じることと，74-kDa HDCのみが検出されるこ
とが報告されている（Hirasawa et al., 2001）。マクロファージ様細胞内で生成された histamine
は細胞内でほとんど検出されず，生合成後直ちに細胞外に放出されることを明らかにしてい
る（Hirasawa et al., 2001）。マクロファージでは，HDCがプロセッシングにより活性化される
のではなく，74-kDa HDCが histamine産生を制御していることが示唆される。
Histamine
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HDC mRNA発現は，p44/p42 mitogen-activated protein（MAP）kinaseによって強く制御され
ており，p38 MAP kinaseの関与は小さいことが示されている（Shiraishi et al., 2000a）。ヒト胃
癌細胞AGS細胞においてもガストリン刺激によって誘導されるHDCにもp44/p42 MAP kinase
が大きく関与している（Höcker et al., 1997）。これらの知見より，マクロファージの HDCの
発現に p44/p42 MAP kinaseの関与が大きいかもしれないが，種々の細胞で共通の機構である
かの詳細は不明である。
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2．化粧品および医薬部外品によって生じる痒み
2-1．化粧品において記載できる痒み症状に対する表現
化粧品として記載できる表現は 56項目存在（2013年 3月時点）し，痒みに関するものは 2
項目であり，顕在化している痒み症状を軽減する表現の記載は認められている（Table 2）。
Table 2. 化粧品として記載できる効能効果表現の範囲
1） 頭皮，毛髪を清浄にする 29） 肌を柔らげる
2） 香りにより毛髪，頭皮の不快臭を抑える 30） 肌にはりを与える
3） 頭皮，毛髪をすこやかに保つ 31） 肌にツヤを与える
4） 毛髪にはり，こしを与える 32） 肌を滑らかにする
5） 頭皮，毛髪にうるおいを与える 33） ひげを剃りやすくする
6） 頭皮，毛髪のうるおいを保つ 34） ひげそり後の肌を整える
7） 毛髪をしなやかにする 35） あせもを防ぐ
8） クシどおりをよくする 36） 日やけを防ぐ
9） 毛髪のつやを保つ 37） 日やけによるシミ，ソバカスを防ぐ
10） 毛髪につやを与える 38） 芳香を与える
11） ふけ，痒みがとれる 39） 爪を保護する
12） ふけ，痒みを抑える 40） 爪をすこやかに保つ
13） 毛髪の水分，油分を補い保つ 41） 爪にうるおいを与える
14） 裂毛，切毛，枝毛を防ぐ 42） 口唇の荒れを防ぐ
15） 髪型を整え，保持する 43） 口唇のキメを整える
16） 毛髪の帯電を防止する 44） 口唇にうるおいを与える
17） 皮膚を清浄にする 45） 口唇をすこやかにする
18） ニキビ，アセモを防ぐ 46） 口唇を保護する。口唇の乾燥を防ぐ
19） 肌を整える 47） 口唇の乾燥によるカサツキを防ぐ
20） 肌のキメを整える 48） 口唇を滑らかにする
21） 皮膚をすこやかに保つ 49） ムシ歯を防ぐ
22） 肌荒れを防ぐ 50） 歯を白くする
23） 肌をひきしめる 51） 歯垢を除去する
24） 皮膚にうるおいを与える 52） 口中を浄化する
25） 皮膚の水分，油分を補い保つ 53） 口臭を防ぐ
26） 皮膚の柔軟性を保つ 54） 歯のやにを取る
27） 皮膚を保護する 55） 歯石の沈着を防ぐ
28） 皮膚の乾燥を防ぐ 56） 乾燥による小ジワを目立たなくする
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2-2．薬用化粧品において記載できる痒み症状に対する表現
薬用化粧品は，薬事法によって医薬部外品として認められた効能・効果をもち，かつ，化
粧品と同様の使用目的・使用方法を有する。
薬用化粧品では「痒みの予防」という表現が使用できる（Table 3）。
化粧品の効能効果表現のみを標榜するものは，薬用化粧品としては認められない。
Table 3. 薬用化粧品として記載できる効能効果表現の範囲
種類 効能・効果 
ふけ・痒みを防ぐ
毛髪・頭皮の汚臭を防ぐ 
毛髪・頭皮を清浄にする 
毛髪・頭皮を健やかに保つ 
シャンプー 
毛髪・頭皮をしなやかにする 
ふけ・痒みを防ぐ
毛髪・頭皮の汚臭を防ぐ 
毛髪の水分・脂肪を補い保つ 
裂毛・切毛・枝毛を防ぐ 
毛髪・頭皮を健やかに保つ 
リンス 
毛髪・頭皮をしなやかにする 
あせも・しもやけ・ひび・あかぎれ・にきびを防ぐ 
剃刀まけを防ぐ 
日やけによるしみ・そばかすを防ぐ 
肌をひきしめる 
肌を清浄にする 
肌を整える 
化粧水 
皮膚を健やかに保つ。皮膚に潤いを与える 
あせも・しもやけ・ひび・あかぎれ・にきびを防ぐ 
剃刀まけを防ぐ 
日やけによるしみ・そばかすを防ぐ 
肌をひきしめる 
肌を清浄にする 
肌を整える 
皮膚を健やかに保つ 
皮膚に潤いを与える 
クリーム，乳液，ハンドクリ
ーム，化粧用油 
皮膚を保護する，皮膚の乾燥を防ぐ 
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剃刀まけを防ぐ ひげそり用剤 皮膚を保護し，ひげを剃りやすくする 
日やけ・雪やけによる肌荒れを防ぐ 
日やけ・雪やけを防ぐ 
日やけによるしみ・そばかすを防ぐ 
日やけ止め剤 
皮膚を保護する 
にきびを防ぐ 
日やけによるしみ・そばかすを防ぐ 
肌をなめらかにする パック 
皮膚を清浄にする 
【殺菌剤主剤のもの】 
皮膚の清浄・殺菌・消毒 
体臭・汚臭及びにきびを防ぐ 
【消炎剤主剤のもの】 
薬用石けん（洗顔料を含む）
皮膚の清浄，にきび，剃刀まけ及び肌荒れを防ぐ 
2-3．化粧品および医薬部外品によって生じる痒み
化粧品や医薬部外品では痒みの抑制や予防を表記できることから，各企業は製品開発時に
おいて痒みへのアプローチに取り組んではいるものの，重要項目として積極的に検討するこ
とは多くなく製品性能を重要視していることが多い。しかし，近年，界面活性剤の皮膚刺激
性や皮膚蓄積性による皮膚トラブルが増加している。その背景に，先進国を中心とした清潔
で快適な生活への意識向上，女性の社会進出，男性の化粧品使用の増加などが考えられる。
具体的には，美観意識の向上による化粧行為や使用した化粧品のクレンジング行為が日常的
におこなわれている。このような背景から洗浄剤（界面活性剤）の使用が増加していると推
測され，痒み，皮膚乾燥および皮膚荒れなどの皮膚トラブルに関与していると思われる。
洗浄剤などの外来性物質が皮膚に接触することで生じる皮膚炎（接触皮膚炎）は生体の異
物排除機構によって生じる。この接触皮膚炎は時代の流れに沿った生活習慣や生活環境など
と密接な関係にあり，その原因物質に変遷がある。現代の先進国では，清潔で快適な生活が
習慣化される時代になっていることから，洗浄剤（界面活性剤）が接触皮膚炎の原因物質の
一つであると推測される。海老原（2007）は最近目立つ刺激性接触皮膚炎を誘発する物質と
してアニオン性界面活性剤を挙げており，シャンプー（主剤がアニオン性界面活性剤）によ
る美容師などの職業性皮膚炎が増加していると述べている。
香粧品使用に対するアンケートによれば，消費者は自身の皮膚に「痒み」，「発赤」，「ひり
ひり感」，「乾燥」などを感じている場合が多い。さらに皮膚トラブルを発生させた原因とし
て「特定の化粧品」，「環境」，「石鹸／洗浄剤」などが考えられる（坂本, 2000）。しかし，こ
のアンケート結果から洗浄剤自体が痒みや発赤などの皮膚トラブルの直接的な原因かは不明
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である。なぜなら，通常洗浄剤は泡立てて使用する製品であることから，スポンジなどを使
って泡立てる行為を行う。その後，泡立った洗浄剤の付いたスポンジなどで皮膚の表面を擦
りながら洗う。この擦る行為が皮膚の表面を傷つける可能性がある。最近の皮膚洗浄剤は皮
膚への刺激性を低減することを消費者のニーズから考慮されて処方設計がなされている場合
が多い。皮膚の低刺激性を実現するためには界面活性剤の配合濃度を下げる必要がある。そ
の結果，なかなか泡立たなくなるなどの不具合が生じる。すると，皮膚の汚れを洗い流す時
にゴシゴシ洗うことに繋がってしまう。つまり，この洗うという行為が皮膚トラブルに繋が
っている可能性も考慮しないといけない。
最近では，洗浄剤の製剤処方だけでなく，容器にも多くの工夫がなされている。これまで
の手の平などで泡立たせてから使用する様式だけではなく，ボンプ式の容器を使用すること
で手の平に取る時には既に泡の状態で使用できるような工夫が組み込まれているものも存在
する。このように消費者の使用実態の調査などから消費者の抱える不具合を改善する試みが
多く見受けられるのも事実である。
スキンケアのための化粧品や医薬部外品の開発は QOLをあげるために重要であるが，これ
らの製品の使用頻度が増す中，顕在化してきている洗浄剤（界面活性剤）による皮膚トラブ
ルを検討することがより良い製品開発を進めることに繋がると思われる。
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3．界面活性剤
3-1．界面活性剤の分類
界面活性剤は医薬品や医薬部外品，化粧品，食品，農薬などの広範囲な産業分野で機能性
素材として多用されており日常生活に欠くことのできない原料となっている（Corazza et al., 
2010; Szts and Szabó-Révész, 2012）。一般的に界面活性剤は 1分子中に親油基と親水基からな
る構造をしており，溶解性及び親水基の特性によって Table 4のように分類される。中でもア
ニオン性界面活性剤が，最も洗浄力が強いといわれている。
Table 4. 界面活性剤の分類
溶解性による区別 水溶液でイオン性
による区別
界面活性を示す部分の
イオン性で区別
アニオン性界面活性剤
カチオン性界面活性剤イオン性界面活性剤
両性界面活性剤
水溶性界面活性剤
非イオン性界面活性
脂溶性界面活性剤
3-2．界面活性剤による一次刺激性接触皮膚炎と刺激蓄積性接触皮膚炎
刺激性接触皮膚炎は大きく一次刺激性接触皮膚炎と刺激蓄積性接触皮膚炎に分けられる。
界面活性剤は，ケラチンタンパクと結合する特徴を有するため（Imokawa et al., 1975），洗浄
しても完全に洗い流されず皮膚に吸着し残留する。この界面活性剤残渣は通常皮膚のターン
オーバー（新しい角質層の生成［皮膚の新陳代謝］）によって垢として排出されていく。界面
活性剤は脂質構造や皮膚バリア機能に作用することで皮膚刺激性を有する
（Ananthapadmanabhan et al., 2004; Wihelm et al., 1994; Imokawa and Mishima, 1979）。界面活性
剤の皮膚刺激性は，界面活性剤暴露頻度や暴露時間，濃度，種類などによって変化する。
皮膚刺激性が強い界面活性剤の場合，一回の接触で急性毒性皮膚炎（一次刺激性接触皮膚
炎）が生じることがある。皮膚刺激性が弱い界面活性剤の場合，一回の接触で皮膚炎は発症
しないが，繰返し同じ部位に接触することで慢性障害性皮膚炎（刺激累積性接触皮膚炎）が
生じることがある。
通常，化粧品や医薬部外品は消費者が自由に選択し，何ら制限なく使用できるものである
ことからも安全無害でなければならない。しかし，洗浄剤の使用が増加している昨今，界面
活性剤の皮膚刺激性や皮膚蓄積性による皮膚トラブルが増加しているのは事実であり，皮膚
の抵抗力が弱くなっている。そのため化粧品や医薬部外品による一次刺激性接触皮膚炎や刺
激蓄積性接触皮膚炎が生じ易くなっていると推測される。
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3-3．アニオン性界面活性剤の洗浄作用と皮膚保湿成分の流出
健常肌の最外層の角層では，無核の角層細胞が一様に重なり合って配列しており，そこに
水分が保持されている。この水分を保持する生理機能を保湿能と呼ぶ（Blank, 1952）。皮膚の
保湿には，①皮脂腺分泌物（皮脂膜）による水分蒸散抑制作用，②角層細胞中にあるアミノ
酸，ミネラル，ピロリドンカルボン酸，尿素，乳酸塩などの天然保湿因子による保湿能，③
角層細胞間に存在する両親媒性の脂質（角層細胞間脂質）の保水能およびバリア機能の 3 つ
の因子が主に関与していると考えられている。角層細胞間脂質は表皮細胞が分化して角層細
胞になる過程で供給されることから皮脂由来の脂質とは構成成分が異なり，細胞膜構成リン
脂質の酵素分解生成物であるセラミド，コレステロール，脂肪酸などから構成されている。
アニオン性界面活性剤の洗浄作用によって，角層細胞間脂質，天然保湿因子の流出が生じ
る。アニオン性界面活性剤であるラウリル硫酸ナトリウム（SDS）の 5%水溶液を皮膚に処理
（カップシェイク法）すると，処理時間に依存して角質細胞間の層状構造に損傷をきたす（芋
川, 1990）。5% SDS水溶液をヒト前腕皮膚表面に 1分間カップシェイクした後の洗浄液には皮
脂腺由来脂質が検出されるのに対し，5% SDS水溶液を 10-30分間カップシェイクした後の洗
浄液には角層細胞間脂質が検出される。5% SDS水溶液による洗浄前後で角層を 10層程度剥
離し四酸化ルテニウム染色（角層細胞間像を観察するための染色）による電子顕微鏡観察に
おいても，角層細胞間脂質が抜けていることが確認されている（Imokawa et al., 1989）。洗浄
によって失われた保湿成分の回復には皮膚のターンオーバーにかかる時間が必要になる
（Imokawa et al., 1991）。保湿機能の低下した皮膚に細胞間脂質を塗布すると，皮膚の水分保
持機能が回復することが確認されている（Imokawa et al., 1986）。これらのことからも，細胞
間脂質は健常肌を保つためには必須成分であることが示唆される。
通常の私達がおこなう洗浄行為は，上記の実験のように数十分もアニオン性界面活性剤水
溶液に皮膚が洗浄され続けていることはないが，洗浄行為を頻繁におこなえば保湿成分の喪
失が増大すると推測できる。
3-4．アニオン性界面活性剤による皮膚乾燥および皮膚荒れの出現と痒みとの関係
アニオン性界面活性剤の洗浄によって保湿機能が低下すると細胞間脂質の働きが不十分に
なり，角層水分量の減少，角層の形状・形態の乱れが生じ，バリア機能が低下した乾燥皮膚
になる。このような皮膚バリアが破壊された乾燥皮膚では，外来異物や細菌等の皮膚内への
侵入や洗浄剤成分（主にアニオン性界面活性剤）の皮膚浸透性が高まり，表皮細胞が刺激さ
れやすい。その結果，種々のサイトカイン，ケモカインが放出され，炎症反応が引き起こさ
れる（Mizumoto et al., 2003; Denda et al., 2002）。そして時に皮膚荒れを認める（Groot et al., 1987; 
Berne et al., 1996）。洗浄力の異なるアニオン性界面活性剤で皮膚を洗浄した際に，洗浄液中に
遊離した細胞間脂質成分（コレステロール量）と皮膚荒れの程度に相関性が確認されている
（Imokawa et al., 1989）。このことから，アニオン性界面活性剤の洗浄力が皮膚荒れの誘発因
子の一つであることが示唆される。
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Miyamotoら（2002）は動物皮膚を 1日 1回アセトンとジエチルエーテルの混液による処理
（AE処理）を数日繰り返すことで脱脂した乾燥皮膚を作製し，さらに AE処理直後に水処理
（W処理）を追加することで天然保湿因子などの保湿成分までも減少させた乾燥皮膚を作製
している。興味深いことに AE-W 処理を繰返した動物のみが痒み関連行動を認めている。バ
リア機能が破壊された皮膚を界面活性剤で洗浄すると細胞間脂質や天然保湿因子の流出が生
じ，痒みを伴うことがしられている（Groot et al., 1987; Berne et al., 1996）。前述したが，界面
活性剤による洗浄では皮脂腺由来の皮脂が洗い流され，洗浄時間や洗浄回数の増加に伴い細
胞間脂質も洗い流されてしまう。これらのことから界面活性剤の洗浄行為において細胞間脂
質や天然保湿因子の流出が生じることで痒み発生に繋がる可能性が考えられる。
しかし，皮膚乾燥や皮膚荒れを伴わない健常皮膚においても，洗浄剤使用中や使用後に痒
みを感じることは少なくない。この痒みは洗浄剤直後に感じるものもあれば数時間経過した
後に感じる場合もある。頭皮頭髪洗浄剤（シャンプー）を使用した翌日の夕方や夜に頭皮が
痒いという消費者がいるのも事実である。健常皮膚であれば角層細胞間脂質や天然保湿因子
の流出が少ないことから，界面活性剤が直接的に痒み発生に関与している可能性が推測でき
る。
3-5．アニオン性界面活性剤の皮膚浸透性と細胞障害性
 アニオン性界面活性剤の低濃度溶液はタンパク変性作用が低く，バリア機能破壊作用も小
さい。これは角質ケラチンとのイオン結合などによりアニオン性界面活性剤が角層上で留ま
り，角層下にほとんど侵入できないことに由来しており（Scala et al., 1968），皮膚浸透性に濃
度が重要な因子の一つであることが示唆される。アニオン性界面活性剤の特徴の一つに膜脆
弱化能がある（Imokawa and Mishima, 1981）。角層下まで侵入できる濃度の場合，膜破壊によ
る細胞障害性が生じると考えられる。これがアニオン性界面活性剤による炎症作用に起因し
ていると推測できる。これらのことより，実験的に健常皮膚の角質下にアニオン性界面活性
剤を侵入させるにはある程度の濃度を用いる必要があると思われる。
3-6．洗浄剤開発ストラテジー
近年，スキンケアに対応した研究開発が盛んに行われている。皮膚を清潔に保つことを担
保した上で「選択洗浄」や「低刺激性」の洗浄剤の開発が期待されている。これらは肌荒れ
などを防ぐ重要な因子である角層細胞由来脂質を比較的多く残し，皮脂腺由来脂質を汚れと
ともに洗浄するものや，天然保湿因子や細胞間脂質の除去，界面活性剤の付着・残留をでき
るだけ低減するものである。しかし，低刺激性を実現した製品サンプルは洗浄力が弱く，洗
浄剤の基本性能を十分担保できない場合が多い。また，使用する界面活性剤の種類や濃度，
組合せなども洗浄力，皮膚刺激性に関与するため，「選択洗浄」と「低刺激性」の両ストラテ
ジーを叶える製品開発は難航しているのが実情である。さらに，使用するヒトの皮膚状態に
よっても刺激性に大きな違いが生まれることも開発を難しくしている要因の一つである。し
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かし，界面活性剤が痒み発生の直接的な原因になり得る可能性を上述したが，界面活性剤の
皮膚刺激性との関係性について詳細は明らかとなっていない。
3-7．敏感肌と界面活性剤
 近年，敏感肌という言葉が日常的に使われるようになっているが，皮膚の状態を表す科学
的用語として確立したものではない。敏感肌は，化粧品や皮膚洗浄剤，外用医薬品などに対
する消費者の主観的な感覚を表現する際に用いられることが多い。Payeら（1999）は洗浄剤
（界面活性剤）の影響を受けやすい手掌と自分自身が敏感肌と思うかという自己診断との関
係について報告している。その結果，母集団（女性 150 名）のうち 35%が敏感肌，40%が非
敏感肌と認識している。臨床所見および生体計測結果（発赤度合い，角層水分量）に相関性
が確認されている。興味深いことに「乾燥感を感じる」，「しっとりしている」などの使用時
の感覚が明らかに異なる皮膚洗浄剤を，敏感肌のヒトが使用しても感覚的な識別に差は認め
られていない。これより，界面活性剤の使用時には敏感肌および非敏感肌の両方において，
感覚に大きな違いがなく使用後のケアが重要であることが考えられる。
某化粧品メーカーの調査報告によると，自身の肌が敏感肌と思うかという自己申告調査の
結果，敏感肌と認識している女性が 1980年には約 20%であったのに対し，1992年には約 33%
に，1998年には約 43%と増加している（伊藤, 2000）。この中には思い込みによる敏感肌の割
合が含まれていると思われるが，年々増加していると考えて間違いなさそうである。
3-8．生活環境と界面活性剤
季節の変化が皮膚の変化と密接に関係していることは多くの疫学調査報告により知られて
いる（Uter et al., 1998）。特に冬期には，ドラッグストアなどの店頭に数多くのスキンケア剤
（保湿剤など）が並べられ，年間を通して最もスキンケア剤の販売量が多くなることから皮
膚乾燥を感じている消費者が多数存在することを推測される。
日本においては，高度経済成長期（1950年代~1960年代）以降は，道路舗装の普及により，
降雨によって蓄えられた水分を大気中に放出し大気中の湿度低下を防ぐ役目を担っていた地
面の土や樹木が失われている。都市化に伴い空気の乾燥や大気汚染も進行している。住居に
おいてはエアコンの普及により低湿度環境下で日常を生活している。さらには食生活の欧米
化など生活環境が大きく変化している。このように生活が快適になるに従い，私達は清潔を
求めるようになり，皮膚の過剰な手入れによる皮膚洗浄剤の使用増加，化粧品の使用増加に
伴うクレンジング行為の増加など，日常生活において界面活性剤の使用回数は急増している
と思われる。
日常生活を営みながら，いっさいの刺激を取り除くことは不可能である。そこで，今後の
化粧品や洗浄剤開発において，製品の安全性や安定性は勿論のことながら消費者の生活環境
に則し，皮膚状態をより考慮した製品開発が，化粧品技術者が取り組むべき課題の一つであ
ろう。
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第 1章 アニオン性界面活性剤ラウリン酸ナトリウムによって誘発される急性の痒み
第 1節 ラウリン酸ナトリウム誘発掻き動作
 ラウリン酸ナトリウムは，脂肪酸塩類に属する界面活性剤である。脂肪酸塩は高級脂肪酸
（炭素数 12-18 の飽和および不飽和がおもに使用され，対イオンとしてはナトリウム，カリ
ウムなどがある）のアルカリ塩として身体の洗浄に最も古くから使用されている石鹸の主成
分（R-COONa）である。Saint-Martoryら（2008）の報告によると，敏感肌と自覚している被
験者らが，敏感肌のトリガー因子の一つとして石鹸を挙げている。また，敏感肌の被験者の
主訴は痒みである。Miseryら（2008）の報告によると，敏感頭皮と自覚している被験者らが，
敏感頭皮のトリガー因子の一つとしてシャンプーと挙げ，主な症状は痒みである。これらの
ことから，アニオン性界面活性剤のラウリン酸ナトリウムが痒み誘発に寄与している可能性
が推測される。ただし，ラウリン酸ナトリウムの痒みに対する基礎的な検討報告は可及的に
検索したが該当するものはなかった。そこで，ラウリン酸ナトリウムによる痒み発生機序を
解明することを目的として，マウスを用いて検討した。
アニオン性界面活性剤はシャンプーなどの日常的に使う洗浄製品に多く配合されている。
樋渡ら（2004）はモデルシャンプー（界面活性剤の総量が 12.5%）を作製し，洗髪時のモデ
ルシャンプーの希釈率を調べたところ 7倍である（界面活性剤の濃度は 1.8%）と報告してい
る。そこで，予め刈毛・除毛したマウスの吻側背部皮膚へ 10%アニオン性界面活性剤水溶液
を単回局所塗布し，掻き動作（痒み関連行動）を引き起こすか検討した。本章では，予備実
験において掻き動作を増加しなかったアニオン性界面活性剤として N-ラウロイルサルコシン
ナトリウムを比較対照として用い，ラウリン酸ナトリウムによって誘発される掻き動作から
得られた知見をまとめる。また皮膚の状態を知る目的で，角層水分量，水分蒸散量（TEWL），
皮膚表面 pHおよび皮膚炎症スコアの測定を行った。
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1-1. 実験材料および実験方法
1-1-1. 実験動物
雄性 ICRマウスは日本エスエルシー株式会社（静岡）より購入し，試験に 7-8週齢を用い
た。購入した動物は温度 21-23°C，湿度 45-65%，12時間毎の明暗周期（明期: 7時-19時）の
恒温恒湿飼育室で自由給水下に固型飼料（CE-2; 日本クレア, 東京）を用いて飼育した。
1-1-2. 使用薬物
Sodium laurateおよび N-lauroylsarcosine sodium saltはナカライテスク（京都）より購入した。
Sodium methyl laurate alaninate（川研ファインケミカル, 東京），sodium methyl lauroyl taurate（日
光ケミカルズ, 東京）および sodium lauroyl aspartate（旭化成ケミカルズ, 東京）は香粧品原料
を使用した。（Table 5）
Terfenadineおよび naloxone hydrochlorideは Sigma（St. Louis, MO, USA）より購入した。1 M 
Sodium hydroxide solutionは和光純薬工業（大阪）より購入した。
ラウリン酸ナトリウム，N-ラウロイルサルコシンナトリウム，ラウロイルメチルアラニン
ナトリウム，ラウロイルメチルタウリンナトリウムおよびラウロイルアスパラギン酸ナトリ
ウムは蒸留水に溶解し，50 Lの用量で刈毛・除毛した吻側背部皮膚に塗布した。調製した界
面活性剤水溶液は冷蔵庫で保存した。低温保存によって界面活性剤が析出した場合は 37°Cの
湯浴で温めて溶かしてから使用した。Terfenadine は 0.5% sodium carboxymethyl cellulose（和
光純薬工業）に懸濁し，マウスの体重 10 gあたり 50 Lの用量でヒデオ撮影の 30分前に経口
投与した。Naloxone hydrochlorideは生理食塩水（大塚製薬，東京）に溶解し，マウスの体重
10 g あたり 0.1 mL の用量でヒデオ撮影の 15 分前に尾側背部に皮下注射した。1 M Sodium 
hydroxide solutionは蒸留水で希釈し，薄紙（2.5 × 2 cm）に 50 L浸み込ませたものを，エー
テル軽麻酔下に除毛部位皮膚に 30秒間適用した。
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Table 5. Molecular formula, composition formula, molecular weight, CAS number, and 
structural formula of anionic surfactants 
Sodium laurate 
Molecular formula C12H23NaO2
Composition formula C11H23COONa 
Molecular weight 222.30 
CAS number 629-25-4 
Structural formula 
N-Lauroylsarcosine sodium salt 
Molecular formula C15H28NNaO3
Composition formula C11H23CON(CH3)CH2COONa 
Molecular weight 293.38 
CAS number 137-16-6 
Structural formula 
Sodium methyl laurate alaninate 
Molecular formula C16H30NNaO3
Composition formula C11H23CON(CH3)C2H4COONa 
Molecular weight 307.40 
CAS number 21539-58-2 
Structural formula
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Sodium methyl lauroyl taurate 
Molecular formula C15H30NNaO4S 
Composition formula C11H23CON(CH3)C2H4SO3Na 
Molecular weight 343.46 
CAS number 4337-75-1 
Structural formula
Sodium lauroyl aspartate 
Molecular formula C16H27NNa2O5
Composition formula C11H23CONHCH(OONa)CH2COONa 
Molecular weight 359.37 
CAS number 41489-18-3 
Structural formula
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1-1-3. 行動実験
実験の少なくとも 3 日前までに，マウスの吻側背部を刈毛・除毛し，実験当日に吻側背部
に傷がないマウスを実験に用いた。4区画されたアクリル製ケージ（1区画; 13 × 9 × 35 cm）
に 1匹ずつ入れ，無人環境下で少なくとも 30分以上撮影環境に馴化した後，マウスの行動を
ビデオカメラで 60分間撮影した。撮影は界面活性剤水溶液または vehicle（蒸留水）の塗布前，
塗布 2，24時間後に行った。ビデオテープの再生により界面活性剤水溶液または vehicle（蒸
留水）塗布部位およびその近傍の掻き動作の行動観察を行った（Kuraishi et al., 1995）。後肢で
吻側背部およびその近傍を掻き，後肢を床におろすという一連の掻き動作の回数を 1 回の掻
き動作として目視にて数えた（Tsujii et al., 2008）。
1-1-4. 角層水分量，水分蒸散量（TEWL），皮膚表面 pHおよび皮膚炎症状の測定
 角層水分量，TEWL，皮膚表面 pHおよび皮膚炎症状の測定・判定は界面活性剤水溶液の塗
布前，塗布 2，24時間後に行った。
角層水分量はMoisture Checker MY-808S（Scalar Corp., Tokyo, Japan）を用いて，TEWLは
VapoMeter（model SWL4002; Keystone Scientific Co. Ltd., Tokyo, Japan）を用いて 15秒間におけ
る測定値として，皮膚表面 pHは pH meter with flat probe（model 6261-10c; Horiba Co. Ltd., Kyoto, 
Japan）を用いて測定した。
炎症スコアは Fig. 2 に示すように，0：変化なし，1：軽度な発赤，2：中程度な発赤，3：
重度な発赤としてスコア化した。
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Fig. 2. Typical examples for the evaluation of skin condition.  
These skin conditions were prepared with the cutaneous treatment with sodium dodecyl sulfate (SDS) 
solutions for 24 hours: score 0, water; score 1, 10% SDS; score 2, 20% SDS; score 3, 30% SDS. These 
solutions were applied at the volume of 50 L per mouse skin. 
1-1-5. 病理組織学的検討
界面活性剤水溶液の塗布2時間後に，マウスを sodium pentobarbital（80 mg/kg, intraperitoneally, 
Sigma）で麻酔し，心血液循環系を利用してリン酸緩衝生理食塩水（0.1 M phosphate-buffered 
saline; PBS, タカラバイオ, 滋賀）で十分に灌流し，脱血した。脱血後，4% paraformaldehyde
（和光純薬工業）を再灌流し組織の前固定を行った。その後，界面活性剤適用部位（皮膚）
を採取し，24 時間 4% paraformaldehyde で浸漬固定を行った。固定組織をパラフィンに埋没
させ切片厚 3 mで皮膚切片を作製した。皮膚切片は hematoxylin and eosin（HE）染色および
toluidine blue（TB）染色を行い，光学顕微鏡（BZ-8000; Keyence, Osaka, Japan）で観察した。
マスト細胞数は組織標本（TB染色）0.58 mm2（field size: 662.0 × 879.3 m）あたりの細胞数
として示した。
1-1-6. 統計学的解析
実験成績は各群の平均値および標準誤差（SEM）で示した。有意差検定には Bonferronis test，
Dunnett's multiple comparisonsもしくは Student's t-testを用いた。有意水準は 5%とした。統計
解析に使用したソフトとして StatLight（Yukms Co., Ltd., Tokyo, Japan）を用いた。
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1-2. 実験結果
1-2-1. 界面活性剤水溶液の単回局所塗布による掻き動作の誘発
予め刈毛・除毛したマウスの吻側背部皮膚へ 10%ラウリン酸ナトリウム，10%N-ラウロイ
ルサルコシンナトリウム，10%ラウロイルメチルアラニンナトリウム，10%ラウロイルメチル
タウリンナトリウムおよび 10%ラウロイルアスパラギン酸ナトリウムを単回塗布し，塗布 2
時間後に掻き動作を引き起こすか検討した。その結果，10%ラウリン酸ナトリウムの単回塗
布のみに vehicle（蒸留水）と比較して有意に掻き動作回数の増加が認められた（Table 6）。
Table 6. Topical application of anionic surfactant solution increases scratching in ICR mice.
Sample 
Concentration
(% w/v) 
Solution pH Scratch bouts/hour 
VH (distilled water) － － 19.2±5.3 
Sodium laurate 10 10.1 40.3±4.8 * 
N-Lauroylsarcosine sodium salt 10 7.7 20.2±4.9 
Sodium methyl laurate alaninate 10 8.1 15.8±6.7 
Sodium methyl lauroyl taurate 10 7.1 15.2±5.1 
Sodium lauroyl aspartate 10 7.3 16.3±6.3 
Vehicle (VH, distilled water), or 10% anionic surfactant solution was applied topically to the shaved 
skin in a volume of 50 µL, and scratching bouts were counted for 1 hour. Values represent the mean ± 
SEM for six animals. *P <0.05 vs. VH (Dunnett's test)
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1-2-2. ラウリン酸ナトリウム単回局所塗布による掻き動作の誘発
 予め刈毛・除毛したマウスの吻側背部皮膚へラウリン酸ナトリウム水溶液（0.1%, 1%, 10%
溶液が各々pH 7.6, 9.8, 10.1）または N-ラウロイルサルコシンナトリウム水溶液（10%溶液が
pH 7.7）の単回塗布が，掻き動作を引き起こすか検討した。10%ラウリン酸ナトリウムの塗布
は，塗布直後から掻き動作回数を増加させ（即時相, Figs. 3B and 3C），1.5時間程度で減少し
たが，その後再び掻き動作回数が増加し（遅発相, Figs. 3B and 3C），3時間後には減少した。
10%N-ラウロイルサルコシンナトリウムの塗布も塗布直後から掻き動作回数を増加させたが，
1.5時間後にはほぼ治まり遅発性の掻き動作は観察されなかった。軟膏基剤の塗布においても
即時性の掻き動作回数の増加が認められることから，即時相の掻き動作は皮膚表面の異物に
対する反応と考えられる。
 次に，ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作を検討したところ，1%ラウリン酸ナト
リウムも遅発性の掻き動作を引き起こしたが，0.1%では観察されなかった。塗布 24時間後に
は，いずれの群も掻き動作回数が塗布前レベルまで戻った（Fig. 4A）。皮膚の状態を知る目的
で，角層水分量，TEWLおよび皮膚表面 pHの測定，臨床所見および HE染色による病理組織
学的検討を行った。ラウリン酸ナトリウム（0.1-10%）は，角層水分量，臨床所見および HE
染色に影響しなかった。1%および 10%ラウリン酸ナトリウムは塗布 2 時間後の TEWL を
vehicle（蒸留水）塗布と比較して有意に増加させたが，24 時間後には塗布前レベルまで戻っ
た。10%N-ラウロイルサルコシンナトリウムはいずれのパラメーターも変化がなかった（Figs. 
4C and 4D）。皮膚表面 pH（無処置の皮膚表面 pH 5.0）は，ラウリン酸ナトリウムの塗布 2時
間後にアルカリ性側へ移行した（1%，10%溶液が各々皮膚表面 pH 5.8，6.0）が，塗布 24時
間後には塗布前レベル付近まで戻った。一方，10%N-ラウロイルサルコシンナトリウムは塗
布 2時間後および 24時間後の皮膚表面 pHに影響を及ぼさなかった（Fig. 4B）。
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A B
C 
Fig. 3. Topical application of sodium laurate (SL) and N-lauroylsarcosine sodium salt (NL) 
increases scratching in ICR mice.
Vehicle (VH, distilled water) (A), 10% SL (B), or 10% NL (C) was applied topically to the shaved skin 
in a volume of 50 µL, and scratching bouts were counted for 4 hours. Values represent the mean ± 
SEM for eight animals. 
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A B
C D
Fig. 4. Effects of topical applications of sodium laurate (SL) and N-lauroylsarcosine sodium salt 
(NL) on scratching, pH of the skin surface, stratum corneum (SC) hydration and transepidermal 
water loss (TEWL) in ICR mice.  
SL (0.1%, 1%, and 10%), NL (10%), or vehicle (VH, distilled water) was applied topically to the 
rostral part of the back in a volume of 50 L. (A) Surfactant-induced scratching. Scratching bouts 
were counted for 1 hour before, and 2 and 24 hours after treatment. Effects of surfactants on pH of the 
skin surface (B), SC hydration (C) and TEWL (D). Values represent the mean ± SEM for eight animals. 
NT, non-treated. *P <0.05 vs. VH (Dunnett's test), #P <0.05 (Bonferronis test). 
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1-2-3. アニオン性界面活性剤誘発の即時性掻き動作に対する naloxoneの影響
10%ラウリン酸ナトリウムまたは 10%N-ラウロイルサルコシンナトリウムの塗布直後に誘
発された即時性掻き動作に及ぼすμオピオイド受容体拮抗薬 naloxone の影響を検討した。
Naloxoneはビデオ撮影の 15分前に 1 mg/kgの用量を尾側背部に皮下注射し，60分間のビデオ
撮影をおこなった。
Naloxoneはラウリン酸ナトリウム誘発の即時性掻き動作およびN-ラウロイルサルコシンナ
トリウム誘発の即時性掻き動作に影響を及ぼさなかった（Figs. 5A and 5B）。
A B
Fig. 5. Effect of naloxone (NAL) on surfactant-induced early phase scratching in ICR 
mice. 
10% surfactant solution was applied topical to the skin and scratching bouts were counted for 
1 hour and from immediately after surfactant solution application. (A) Sodium 
laurate-induced early phase scratching. (B) N-lauroylsarcosine sodium salt-induced early 
phase scratching. Naloxone (1 mg/kg) or vehicle (VH, saline) was injected subcutaneously 15 
min before the start of behavioral observations. Values represent the mean ± SEM of six 
animals. 
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1-2-4. ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作に対する naloxoneおよび terfenadineの
影響
10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作に及ぼすμオピオイド受容体拮抗薬
naloxone および H1ヒスタミン受容体遮断薬 terfenadineの影響を検討した。
Naloxoneはビデオ撮影の 15分前に 1 mg/kgの用量を尾側背部に皮下注射し，Terfenadineは
ビデオ撮影の 30分前に 30 mg/kgの用量を経口投与した。ビデオ撮影は 10%ラウリン酸ナト
リウム塗布 2時間後から 60分間おこなった。
Naloxone は 10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作を vehicle（生理食塩水）投与
と比較して有意に抑制した（Fig. 6A）。Terfenadineも 10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性
掻き動作を vehicle（0.5 % sodium carboxymethyl cellulose solution）投与と比較して有意に抑制
した（Fig. 6B）。
A B
Fig. 6. Effects of naloxone (NAL) and terfenadine (TRF) on sodium laurate-induced delayed 
phase scratching in ICR mice. 
10% Sodium laurate was applied topical to the skin and scratching bouts were counted for 1 hour 
before (open columns) and from 2 hours after (closed columns) sodium laurate treatment. (A) 
Naloxone (1 mg/kg) or vehicle (VH, saline) was administered subcutaneously 15 min before the start 
of behavioral observations. (B) Terfanadine (30 mg/kg) or vehicle (VH, 0.5 % sodium carboxymethyl 
cellulose solution) was administered orally 30 min before the start of behavioral observation. Values 
represent the mean ± SEM of eight animals. *P <0.05 (Bonferronis test). 
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1-2-5. ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作の発生時における組織学的検討
10%ラウリン酸ナトリウムの塗布により掻き動作回数の増加が観察された塗布 2 時間後に
おいて皮膚表面の臨床所見および皮膚切片のHE染色およびTB染色による組織学的検討を行
った。その結果，紅斑（皮膚の外観）と真皮内への炎症性細胞の浸潤は認められなかった（Fig. 
7A）。
TB染色像を用いて，皮膚 1枚に対してランダムに選ばれた 9枚の画像に存在するマスト細
胞数を数えた。同じ作業を各群 3 匹ずつ行い，平均値を算出しその平均値をその群のマスト
細胞数とした。その結果，10%ラウリン酸ナトリウムの塗布はマスト細胞数に影響を及ぼさ
なかった（Fig. 7B）。
A B
Fig. 7. Effects of topical application of sodium laurate (SL) on inflammatory cell infiltration and 
mast cells in the skin in ICR mice. 
Vehicle (VH, distilled water) or 10% SL was applied topically to the shave skin, which severed for 
experiments after 2 hours. (A) Hematoxylin and eosin staining (middle panels) and toluidine blue 
staining (right panels) of the skin topically applied with VH (upper panels) or SL (lower panels). Scale 
bar = 100 m. (B) Total number of mast cells in the skin. Mast cells were counted in nine randomly 
chosen cutaneous sections per animal. Values represent the mean ± SEM of three animals.
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1-2-6. 水酸化ナトリウム単回塗布による掻き動作への影響
N-ラウロイルサルコシンナトリウム[CH3(CH2)10-CO-N(CH3)-CH2-COONa]は構造的にラウリ
ン酸ナトリウム[CH3(CH2)10-COONa]と類似しているが，水溶液の pHはラウリン酸ナトリウム
水溶液がアルカリ性（10%溶液が pH 10.1）であるのに対し，N-ラウロイルサルコシンナトリ
ウム水溶液は中性（10%溶液が pH 7.7）である。これまでの検討からラウリン酸ナトリウム
は遅発性掻き動作を誘発したが，N-ラウロイルサルコシンナトリウムは遅発性掻き動作を誘
発しなかった。これより，界面活性作用のみでは急性の痒み反応（遅発性掻き動作）は生じ
ないことと，アルカリ性と界面活性作用の両作用を有することが痒み発生に関与しているこ
とが示唆される。
しかし，N-ラウロイルサルコシンナトリウム水溶液の pHをアルカリ性にするためにアルカ
リを加えるとアルカリ加水分解が生じる。また，ラウリン酸ナトリウム水溶液の pHを酸性に
するために酸を加えるとラウリン酸ナトリウムが析出する。そこで，界面活性作用をもたな
いアルカリ溶液として水酸化ナトリウム水溶液を用いてラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性
掻き動作の主要因がアルカリ性の影響かを検討した。
 界面活性剤は親水基と親油基を同一構造中に有することから皮膚になじみ易い。しかし，
水酸化ナトリウム水溶液には界面活性作用がないため皮膚に塗布し難い。そこで，薄紙（2.5 
 2 cm）に 0.1 mM水酸化ナトリウム水溶液（pH 10.2）を 50 L浸み込ませ，30秒間皮膚に
適用した。その結果，0.1 mM水酸化ナトリウム水溶液の適用 2時間後に掻き動作は誘発され
なかった（Fig. 8A）。
 また皮膚表面 pHおよび角層水分量，TEWLを測定した結果，0.1 mM水酸化ナトリウム水
溶液はいずれの測定値においても影響を及ぼさなかった（Figs. 8B, 8C and 8D）。
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A B
C D
Fig. 8. Effect of topical application of sodium hydroxide solution on scratching, pH of the skin 
surface, SC hydration and TEWL in ICR mice. 
A thin paper (2.5  2 cm) applied with 50 L of 0.1 mM sodium hydroxide (pH 10.2) was placed on 
the shaved skin for 30 sec. (A) Scratching bouts toward the shaved skin was counted for 1 hour before, 
and 2 and 24 hours after treatment. Effects of surfactants on pH of the skin surface (B), SC hydration 
(C) and TEWL (D). Values represent the mean ± SEM of four (B, C, D) to eleven (A) animals. 
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1-3. 考察
アニオン性界面活性剤の単回塗布直後に観察された即時性掻き動作が痒み関連行動である可
能性
10%ラウリン酸ナトリウムの塗布は，塗布直後から掻き動作を増加させ（即時相），1.5 時
間程度で減少したが，その後，再び掻き動作回数が増加し（遅発相），3時間後には減少した。
10%N-ラウロイルサルコシンナトリウムの塗布も塗布直後から掻き動作を増加させたが，1.5
時間後にはほぼ治まり遅発性の掻き動作は観察されなかった。
10%ラウリン酸ナトリウム誘発および 10%N-ラウロイルサルコシンナトリウム誘発の即時
性掻き動作はμオピオイド受容体拮抗薬 naloxone（1 mg/kg）で抑制されなかった。μオピオ
イド受容体拮抗薬は，胆汁うっ滞，慢性蕁麻疹，アトピー性皮膚炎などの掻痒性疾患患者の
掻爬行動を阻害する（MansourGhanaei et al., 2006; Monroe, 1989）。動物に関しても，μオピ
オイド受容体拮抗薬は様々な起痒物質の皮内注射によって誘発される掻き動作（Inagaki et al., 
2000）だけでなく，痒みを伴う疾患マウスモデルで観察される自発的掻き動作も抑制する
（Miyamoto et al., 2002; Maekawa et al., 2002）。これよりμオピオイド受容体拮抗薬で抑制され
る掻き動作は痒み関連行動の可能性が高い。軟膏基剤の塗布も即時性の掻き動作回数の増加
を生じる。以上のことから，即時相の掻き動作は皮膚表面の異物に対する反応と考えられる。
10%ラウリン酸ナトリウムの単回塗布後に観察された遅発性掻き動作が痒み関連行動である
可能性とその痒み発生機序
10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作が naloxone（1 mg/kg）によって抑制され
たことから痒み関連行動であると考えられる。末梢性の痒み伝達経路には，histamine 依存的
な経路とhistamine非依存的な経路の2種類の経路が存在することが知られている（Davidson et 
al., 2007; Johanek et al., 2007; Namer et al., 2008; Nakano et al., 2008; Davidson and Giesler, 2010）。
そこで，10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作が histamine 依存的な反応か，
histamine非依存的な反応かを H1ヒスタミン受容体遮断薬 terfenadine（30 mg/kg）を用いて検
討した。その結果，terfenadineで強く抑制されたことから histamine依存的な痒み関連行動で
あると示唆される。30 mg/kgの用量の terfenadineは，ICRマウスにおいて histamine誘発の血
管透過性亢進および histamine誘発の掻き動作を抑制することが報告されている（Inagaki et al., 
1999; Ohtsuka et al., 2001; Ui et al., 2006）。しかし，ICR マウスにおいて nociceptin や
sphingosylphosphorylcholineなどの起痒物質による掻き動作は抑制しない（Andoh et al., 2004, 
2009）。これより，30 mg/kgの用量の terfenadineは，鎮静作用を示さずに末梢性の抗ヒスタミ
ン作用によって痒みを抑制することが示唆される。
Histamine は真皮に存在するマスト細胞の脱顆粒によって放出されることが知られており，
このマスト細胞から放出された histamine が知覚神経終末に存在する H1ヒスタミン受容体に
結合して痒みを発生させることは周知の事実である。Poly-L-lysine や morphine などのアニオ
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ン性物質はマスト細胞の脱顆粒に関与している（Church et al., 1991）。これより，10%ラウリ
ン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作にマスト細胞の脱顆粒によって放出される histamineが
関与している可能性が示唆される。
ラウリン酸ナトリウム（1%および 10%溶液）および N-ラウロイルサルコシンナトリウム
（10%溶液）は，塗布 2 時間後に高値の TEWL を示した。皮膚表面 pHの中和は角質層のバ
リア機能を脆弱化させる（Hachem et al., 2003）。これより，ラウリン酸ナトリウムの塗布 2時
間後は，おそらく皮膚バリア機能が一時的に弱くなったことにより TEWLが高値を示した可
能性を考えられるが詳細は不明である。しかし，塗布 24 時間後の TEWL の値は塗布前と同
程度の値を示したことから持続的にバリア機能を弱める作用はないと思われる。
界面活性剤は，親油基と親水基を有する両親媒性化合物であることから皮膚に馴染み易い。
つまり，皮膚表層の環境を変化させる可能性が考えられる。この皮膚表層の変化が痒み発生
に関与している可能性が推測される。そして，アトピー性皮膚炎患者や足白癬患者，急性湿
疹病変部などの痒みを主訴とする皮膚疾患患者の病変部の皮膚表面 pH は健常部（弱酸性）
（Jolly et al., 1961）よりもアルカリ側に移行し，中性付近の pHを示している（Chikakane and 
Takahashi, 1995; Knor et al., 2011）。そこで，皮膚表面 pHに着目し検討したところ，10%ラウ
リン酸ナトリウム（pH 10.1）の塗布 2時間後に皮膚表面 pHが 6.0であり塗布前の皮膚表面
pH 5.0からアルカリ性側に移行していた。塗布 24時間後（皮膚表面 pHが 5.2）には塗布前（皮
膚表面 pHが 5.0）レベルまで戻っていた。この経時的変化と掻き動作回数の経時的変化に対
応が認められたことから 10%ラウリン酸ナトリウムによって誘発された急性の痒み関連行動
に皮膚表面 pHのアルカリ化が関与しているかもしれない。皮膚表面 pHの中和は角質層のバ
リア機能を脆弱化させることが報告されている（Hachem et al., 2003）ことから，皮膚表面 pH
がアルカリ性側に移行した場合，ラウリン酸ナトリウムの経皮吸収が高まった可能性が考え
られる。その結果，ラウリン酸ナトリウムが表皮に直接作用し得る環境になっていたのかも
しれない。
皮膚表面の臨床所見および皮膚切片の HE 染色による組織学的検討を行ったところ，10%
ラウリン酸ナトリウムの塗布により掻き動作回数が増加した塗布 2 時間後において紅斑（皮
膚の外観）や真皮内への炎症性細胞の浸潤（HE染色）は認められなかった。以上のことから
10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作にマクロファージなどの炎症性細胞の関与
は小さいと推測される。
親油基の炭素数が 12個の直鎖でラウリン酸ナトリウムと類似構造を有し，親水基部分が異
なる N-ラウロイルサルコシンナトリウムの塗布は遅発性の掻き動作を誘発しなかった。これ
より界面活性作用が痒み誘発に重要であるとは推測し難い。両界面活性剤の差異に水溶液の
pH がある。そこで，10%N-ラウロイルサルコシンナトリウム水溶液（pH 7.7）の pH をアル
カリ性側に移行させようとアルカリを加えることを考えたが，N-ラウロイルサルコシンナト
リウムの構造にアミド結合があることからアルカリ加水分解を生じてしまう。また，10%ラ
ウリン酸ナトリウム水溶液（pH 10.1）の pHを酸性側に移行させようと酸を加えるとラウリ
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ン酸ナトリウムが析出してしまう。そのため，両界面活性剤の pH変化による検討は困難であ
った。そこで，10%ラウリン酸ナトリウム（pH 10.1）とほぼ同一の pHである 0.1 mM水酸化
ナトリウム（pH 10.2）によって掻き動作が誘発されるか検討した。その結果，0.1 mM水酸化
ナトリウムの外用適用では掻き動作回数の増加は観察されなかった。ラット皮膚への水酸化
ナトリウム水溶液の塗布は皮下 pHを 7から 10にまで上昇させる（Andrews et al., 2003; Yano et 
al., 1993）。これより，水酸化ナトリウムの経皮吸収は少なくとも生じていることが考えられ，
表皮内の細胞外 pHもアルカリ性側に移行していると推測される。以上のことから，ラウリン
酸ナトリウムによって誘発された痒み関連行動は界面活性作用とアルカリ性の両作用を有す
ることが重要であると示唆される。そして，痒み発生には表皮内の細胞外 pHのアルカリ化は
重要ではなく，細胞内 pHの上昇が痒み発生に寄与している可能性がある。
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第 2節 ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作へのヒスタミンの関与
Histamine はヒトに痒みを起こす最も古くから知られている物質であり（Lewis, 1927），血
管，消化管，神経，免疫系などに対し多様な作用をもつことが明らかとなっている（Schneider 
et al., 2002）。皮膚内の histamineは，主にマスト細胞（Falcone et al., 2006）の顆粒中に貯蔵さ
れており，抗原結合刺激などにより脱顆粒とともに細胞外へ放出される。そして，急性蕁麻
疹などの痒みの主要な発生機構と考えられている（Ferguson et al., 1985）。
第 1章・第 1節において，10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作が H1ヒスタミ
ン受容体遮断薬で抑制されたことから，10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作に
マスト細胞由来の histamine の関与が示唆された。そこで，本節ではマスト細胞欠損マウス
（WBB6F1 W/Wvマウス）を用いて，10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作におけ
るマスト細胞の関与を検討した。
2-1. 実験材料および実験方法
2-1-1. 実験動物
第 1章・第 1節・1-1-1記載の実験動物以外を下記に示す。
雄性マスト細胞欠損マウス（WBB6F1-W/Wv マウス）およびその健常同腹仔マウス
（WBB6F1-+/+マウス）は日本エスエルシー株式会社より購入し，試験に 7週齢を用いた。飼
育方法は，第 1章・第 1節・1-1-1に準じた。
2-1-2. 使用薬物
第 1章・第 1節・1-1-2に準じた。
2-1-3. 行動実験
第 1章・第 1節・1-1-3に準じた。
2-1-4. 皮膚表面 pHの測定
第 1章・第 1節・1-1-4に準じた。
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2-1-5. 血管外色素漏出量の検討
10%ラウリン酸ナトリウム塗布 40分後に，1% evans blue（東京化成工業，東京）生理食塩
水溶液 150 Lをマウス尾静脈内へ注射した。注射 80分後（10%ラウリン酸ナトリウム塗布 2
時間後）に頚椎脱臼により安楽死させ，界面活性剤塗布部位の皮膚を直径 8 mm の円状に生
体パンチで刳り貫いた。採取した皮膚片を入れたマイクロチューブに dimethyl sulfoxide
（DMSO, 和光純薬工業）200 Lを加え室温で一晩放置して皮膚片内の evans blueを抽出した。
遠心分離後，上清の 620 nmにおける吸光度を測定した（Andoh et al., 2010）。Evans blue溶液
を用いて作成した検量線により，それぞれの色素漏出量を算出した。
2-1-6. 統計学的解析
第 1章・第 1節・1-1-6に準じた。
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2-2. 実験結果
2-2-1. ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作へのマスト細胞の関与
予め刈毛・除毛したマウスの吻側背部皮膚へ 10%ラウリン酸ナトリウムを単回局所塗布し，
遅発性掻き動作を引き起こすか検討した。その結果，マスト細胞欠損マウス（WBB6F1-W/Wv
マウス）およびその健常同腹仔マウス（WBB6F1-+/+マウス）はともに 10%ラウリン酸ナトリ
ウム塗布 2時間後に塗布前と比較して有意な掻き動作回数の増加を示した（Fig. 9A）。また，
両マウスの掻き動作回数は同程度であった。ICRマウスでの実験と同様，塗布 24時間後には
塗布前レベルまで戻った（Fig. 9A）。
マスト細胞欠損マウスおよびその健常同腹仔マウスの無処置の皮膚表面は各々pH 6.3と6.4
であったが，10%ラウリン酸ナトリウム塗布 2時間後の皮膚表面はそれぞれ pH 7.1と 7.2で
あった（Fig. 9B）。
A B
Fig. 9. Effects of mast cell (MC) deficiency on sodium laurate-induced scratching and pH of the 
skin surface in WBB6F1 mice. 
10% Sodium laurate was applied topically to the rostral part of the back. Scratching behavior (A) and 
skin surface pH (B) were evaluated before, 2, and 24 hours after the application in MC-deficient mice 
(WBB6F1-W/Wv, open columns) and the normal littermates (WBB6F1-+/+, closed columns). Values 
represent the mean ± SEM for seven animals. *P <0.05 vs. time point 0 hour (Dunnett's test). 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
0 2 24
Hours after application
Sc
ra
tc
h 
bo
ut
s/
ho
ur
MC (-)
MC (+)*
*
6.0
6.5
7.0
7.5
0 2 24
Hours after application
Sk
in
 s
ur
fa
ce
 p
H **
*
0
 39
2-2-2. ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作発生時における血管透過性亢進の関与
予め刈毛・除毛したマウスの吻側背部皮膚へ 10%ラウリン酸ナトリウムを単回局所塗布し，
遅発性掻き動作が観察された塗布 2 時間後に血管透過性の亢進が認められるか検討した。そ
の結果，10%ラウリン酸ナトリウムは血管透過性に影響を及ぼさなかった（Fig. 10）。
Fig. 10. Effects of topical application of sodium laurate (SL) on plasma extravasation in ICR 
mice. 
Vehicle (VH, distilled water) or 10% SL was applied topically to the shave skin, which severed for 
experiments after 2 hours. Evans blue was injected intravenously 40 min after application. Values 
represent the mean ± SEM of four to five animals. 
2-3. 考察
10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作へのマスト細胞の関与の可能性
第 1章・第 1節において，10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作は，terfenadine
によって強く抑制された。しかし，10%ラウリン酸ナトリウム塗布の 2 時間後には，真皮内
のマスト細胞の脱顆粒像（TB染色）はほとんど観察されなかった。さらに，マスト細胞欠損
マウスおよび健常同腹仔マウスの両マウスにおいて遅発性掻き動作が観察され，掻き動作回
数も同程度であった。予想に反して，マスト細胞の関与が小さいことが明らかとなった。つ
まり，マスト細胞非依存的な痒みの発生メカニズムの関与が示唆される。
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第 3節 ケラチノサイトにおけるヒスタミン産生・遊離の促進機構
Histamine は L-histidine decarboxylase（HDC）により L-histidine が脱炭酸されて生合成され
る。HDCは低酵素活性の 74-kDaと，そのプロセッシングで生じる高酵素活性の 53-kDa HDC
の 2つの分子サイズがある（Tanaka, 2003）。皮膚内の histamineは，主にマスト細胞（Falcone 
et al., 2006）の顆粒中に貯蔵されており，脱顆粒とともに細胞外へ放出されるが，脱顆粒とは
異なる histamine放出機序として，好中球（Shiraishi et al., 2000b），マクロファージ（Takamatsu 
and Nakano, 1994; Hirasawa et al., 2001），T細胞（Aoi et al., 1989），軟骨細胞（Maliska et al., 
2004）は炎症刺激に伴い HDCが誘導され，histamineが産生・放出される。HDC mRNAがマ
ウスのケラチノサイト由来 PB 細胞に発現していることが報告されている（Fitzsimons et al., 
2001）。
これまでの結果およびこれまでの報告から，10%ラウリン酸ナトリウム刺激によってケラ
チノサイトが histamineを産生する可能性を考えた。
3-1. 実験材料および実験方法
3-1-1. 実験用組織
ヒト正常ケラチノサイトを分化，重層化したヒト 3 次元培養表皮モデル（LabCyte 
Epi-Model）は株式会社ジャパン・ティッシュ・エンジニアリング（愛知）より購入し試験に
用いた。このヒト 3 次元培養表皮はヒト皮膚に類似した構造をしており，基底層，有棘層，
顆粒層，角質層を有する（Fig. 11）。
Fig. 11. 培養表皮切片の HE染色像（×40）
（Katoh et al., 2009より引用）
3-1-2. 使用薬物
第 1章・第 1節・1-1-2に準じた。
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3-1-3. Histamine量の測定（EIA）
マウス皮膚からの測定サンプル溶液の調製
マウスを sodium pentobarbital（80 mg/kg, intraperitoneally）で麻酔し，心血液循環系を利用し
て PBSで十分に灌流した。脱血後，界面活性剤適用部位（皮膚）を直径 18 mmの円状の生体
パンチで刳り貫き採取した。皮膚は界面活性剤の塗布前，塗布 2，24 時間後に採取した。採
取した皮膚片を 60°Cの PBSに 30秒間浸した後，4°Cの PBS中で表皮と真皮に分けた（Kolev 
et al., 2008）。
採取した表皮および真皮に，ホモジナイズバッファ （ー4 M perchloric acid）を添加（表皮, 300 
L; 真皮, 1500 L）し，Precellys 24 tissue homogenizer（Bertin Technologies, Montigny, France）
にて組織を破砕し，遠心分離（10,000 × g, 10 min, 4°C）後，上清を回収し測定サンプルとした。
培養表皮からの測定サンプル溶液の調製
培養表皮を専用の輸送容器から取り出し 37°C，5% CO2 インキュベーター内で 2 時間
pre-incubation を行った。その後，培養表皮にラウリン酸ナトリウム（0.1-1% w/v）を角質層
側から 1分間適用し，その後，ラウリン酸ナトリウムを回収した。回収直後，蒸留水 500 L
を角質層側に添加し回収するという操作を 3 回繰返して培養表皮を洗浄した。その後 3 時間
post-incubationを行った。ラウリン酸ナトリウム暴露 3時間後に，培養表皮および培養液を回
収した。
回収した培養表皮に，ホモジナイズバッファー（mammalian cell lysis kit, Sigma）を 250 L
を加え Pellet Pestle（Kimble Chase , Vineland, NJ）にて組織を破砕した後，遠心分離（10,000 × 
g, 10 min, 4°C）を行い，上清を回収し測定サンプルとした。
マウス表皮および真皮の測定サンプル，培養表皮の測定サンプルおよび培養液中の
histamine量を histamine enzyme immunoassay（EIA）kit （Immunotech, Marseilles, France）を用
いて測定した。使用した kitの cross-reactivitiesは 3-methyl histamineが 0.038%，methyl histamine
が 0.01%，histidineが 0.01%未満であり，histamineの検出限界が 0.1 nMであった。
3-1-4. HDC発現量の測定（western blotting）
マウス皮膚からの測定サンプル溶液の調製
皮膚片の採取方法および採取した皮膚片の表皮および真皮への分離は，第 1 章・第 3 節・
3-1-3に準じた。
採取した表皮および真皮に，ホモジナイズバッファー（mammalian cell lysis kit）を添加（表
皮; 300 L, 真皮; 1500 L）し，Precellys 24 tissue homogenizerにて組織を破砕し，遠心分離
（10,000 × g, 10 min, 4°C）後，上清を回収し測定サンプルとした。
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培養表皮からの測定サンプル溶液の調製
培養表皮の測定サンプル調製は，第 1章・第 3節・3-1-3に準じた。
測定サンプル溶液中のタンパク定量と western blotting条件
測定サンプル中に含まれるタンパク量を 2-D Quant Kit（GE Healthcare Life Sciences, NJ, 
USA）を用いて測定した。一定のタンパク量（マウス表皮および真皮; 各 20 g, 培養表皮; 7 
g）を NuPAGE® 4-12% Bis-Tris gel（Invitrogen）にアプライし，展開溶媒としてMOPS buffer
を用いて 200 Vで 100分間電気泳動を行った。次にゲル中に分離したタンパクを PVDFメン
ブレン（Millipore）に転写用溶媒として NuPAGE® transfer buffer（Invitrogen）を用いて 30 V
で 1時間転写した。転写後，約 50-kDaでメンブレンを切断し blocking buffer（1% skim milk
含有 PBS-T [PBS containing 0.1% Tween 20]）に浸し室温で 1時間振とうした。PBS-Tで洗浄（10 
min × 3）後，高分子サイズ側のメンブレンに 1次抗体として Can Get Signal 1 （Toyobo Co. Ltd., 
Osaka, Japan）で希釈した rabbit polyclonal anti-L-histidine decarboxylase（HDC）antibody（Cat# 
16045, 1/1000; Progen Biotechnik GmbH, Heidelberg, Germany）を，低分子サイズ側のメンブレ
ンに 1次抗体として Can Get Signal 1で希釈した rabbit polyclonal anti--actin antibody（Cat# 
ab8227, 1/1000; Abcam, Tokyo, Japan）を 4°Cで振とうしながら一晩反応させた。PBS-Tで洗浄
（10 min × 3）後，各メンブレンに 2次抗体として Can Get Signal 2 （Toyobo）で希釈した alexa 
fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG antibody（Cat# A21206, 1/1000; Invitrogen）を室温で振とうしな
がら 2時間反応させた。PBS-Tで洗浄（10 min × 3）後，fluorescence scanner（Typhoon; GE 
Healthcare, Munich, German）でバンドの検出を行った。その後，検出されたバンドを画像解析
ソフト Scion Image（Scion. Corp., Frederick, MD, USA）を用いて定量した。
3-1-5. 統計学的解析
第 1章・第 1節・1-1-6に準じた。
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3-2. 実験結果
3-2-1. ラウリン酸ナトリウムの皮膚内ヒスタミン含有量および HDC発現量に及ぼす影響
10%ラウリン酸ナトリウムの塗布前，掻き動作回数の増加が観察された塗布 2 時間後，お
よび掻き動作回数が塗布前レベルまで戻っていた塗布 24時間後の 3点における表皮および真
皮の histamine含有量を測定した。健常マウス表皮の histamine含有量（0.07 ng/mg wet tissue）
は真皮の histamine含有量（26.2 ng/mg wet tissue）の 374分の 1であったが，10%ラウリン酸
ナトリウム塗布 2時間後に表皮の histamine含有量（0.26 ng/mg wet tissue）は塗布前と比較し
て 3.7 倍に増加した（Fig. 12A）。また，10%ラウリン酸ナトリウムの塗布 2 時間後の
53-kDa/74-kDa HDCの比は塗布前と比較して 2.9倍に増加したが，24時間後には 1.2倍にまで
下がった（Figs. 12B and 12C）。一方，真皮の histamine含有量に変化は認められなかった（Fig. 
12A）。
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A 
B
C
Fig. 12. Effects of topical application of sodium laurate (SL) on histamine content and 
L-histidine decarboxylase (HDC) level in the skin of ICR mice.
10% SL or vehicle (VH, distilled water) was applied topically to the rostral part of the back. (A) 
Histamine content in the epidermis and dermis. Open column, non-treated (NT); hatched columns, 
vehicle; closed columns, sodium laurate. (B) Western blot analysis of the expression level of HDC and 
-actin in the epidermis. (C) The ratio of 53-kDa HDC to 74-kDa HDC in the epidermis. The value 
was normalized to the average of the ratio in non-treated vehicle group. Open columns, vehicle; closed 
columns, sodium laurate. Values represent the mean ± SEM for three animals. *P <0.05 vs. time point 
0 hour (Dunnett's test). 
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3-2-2. マスト細胞欠損マウスにおけるラウリン酸ナトリウムの皮膚内ヒスタミン含有量に
及ぼす影響
マスト細胞欠損マウスにおいても，ICR マウスと同様 10%ラウリン酸ナトリウム塗布によ
り遅発性の掻き動作が観察された。そこで第 2 章・2-1-2 と同様の実験を行った。その結果，
マスト細胞欠損マウスの表皮の histamine含有量（0.1 ng/mg wet tisue）は真皮の histamine含有
量（0.85 ng/mg wet tissue）の 9分の 1であり，10%ラウリン酸ナトリウム塗布 2時間後に表皮
histamine含有量（0.19 ng/mg wet tissue）は 1.9倍に増加した。一方，真皮の histamine含有量
に変化は認められなかった（Figs. 13A and 13B）。
A B
Fig. 13. Cutaneous histamine level after the treatment with sodium laurate (SL) in mast 
cells-deficient WBB6F1-W/Wv mice.  
10% SL or vehicle (VH, distilled water) was applied on the shaved skin at a volume of 50 L. NT 
shows the data obtained from non-treated group. Open column, non-treated (NT); hatched columns, 
vehicle; closed columns, sodium laurate. Values represent the mean ± SEM of three animals. *P <0.05 
(Dunnett's test). 
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3-2-3. ラウリン酸ナトリウム刺激後のケラチノサイトにおけるヒスタミン産生
ヒト由来のケラチノサイトのみで構成されている 3 次元培養表皮に，ラウリン酸ナトリウ
ム水溶液（0.1%, 0.5%, 1%溶液が各々pH 7.6, 8.9, 9.8）を 1分間暴露し 37°C・5%CO2インキュ
ベーター内で培養 3時間後に培養表皮ならびに培地を回収した。1%ラウリン酸ナトリウムは
vehicle（蒸留水）と比較して histamine産生量（培養組織と培養液中の histamineの和）を 4.7
倍に増加させ，53-kDa/74-kDa HDC比は 1.9倍に増加させた（Fig. 14）。いずれの濃度におい
ても細胞毒性は認められなかった。
A     B
C
Fig. 14. Histamine release and L-histidine decarboxylase (HDC) level in the 3-dimensional 
human epidermal culture. 
Sodium laurate (SL) and vehicle (VH, distilled water) were applied topically to the epidermal culture 
for 1 min, washed out, left to stand 3 hours, and served for assays. (A) The concentration of histamine 
in the culture medium. (B) Typical example of western blotting of HDC and -actin. (C) The ratio of 
53-kDa HDC to 74-kDa HDC. The value was normalized to the average of the ratio of non-treated 
(NT) group. Values represent the mean ± SEM for four samples. *P <0.05 vs. VH (Dunnett's test). 
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3-3. 考察
ケラチノサイトからの histamine産生機構について
これまでに，マウス表皮内で HDC活性が確認されている（Taguchi et al., 1982）。そして，
マウスのケラチノサイト由来 PB細胞に HDC mRNA発現が確認されている（Fitzsimons et al., 
2001）。健常 ICRマウスの表皮において，10%ラウリン酸ナトリウムの塗布は 53-kDa HDC発
現を強く増大させ，histamine含有量を増加させた。マスト細胞欠損マウスの表皮においても，
10%ラウリン酸ナトリウムの塗布は histamine含有量を増加させた。一方，ICRマウスおよび
マスト細胞欠損マウスの真皮内の histamine含有量に変化は認められなかった。ヒト由来のケ
ラチノサイトのみで構成されている 3 次元培養表皮において，ラウリン酸ナトリウムは濃度
依存的に 53-kDa/74-kDa HDC比および histamine産生量を増加させた。これらの結果から，表
皮内の histamine 含有量の増加はケラチノサイト内での histamine 産生によるものであると示
唆される。マスト細胞内には 74-kDa HDCおよび 53-kDa HDCが存在し，53-kDa HDCが高酵
素活性で，74-kDa HDCが低酵素活性であることが知られており（Ichikawa et al., 2010），生合
成した histamineは顆粒に貯蔵していることが知られている。マクロファージには 74-kDa HDC
のみが存在し(Hirasawa et al., 2001)，histamine産生を制御しているがアミン貯蔵顆粒の存在は
見出されていない。以上より，ケラチノサイトはマスト細胞やマクロファージとは異なる
histamine産生機構を有することが示唆される。
ラウリン酸ナトリウムによって誘発される HDCのプロセッシング
ラウリン酸ナトリウム誘発の HDCタンパクの調節メカニズムを検討する目的で，ラウリン
酸ナトリウム処置によるヒト培養表皮内の HDC mRNA発現レベルを real time RT-PCRにて検
出しようと試みたが，HDC mRNA発現レベルが低く，再現性よく HDC mRNAを検出できな
かった。Jeongら（2009）の報告では， 新生 HDCタンパク合成は細胞刺激から HDC mRNA
の転写まで 4 時間以上必要である。これより，10%ラウリン酸ナトリウムによって誘発され
た 53-kDa HDCの増加に HDC mRNAが重要な役割を果たしていない可能性が考えられる。つ
まり，10%ラウリン酸ナトリウムによって誘発された急性の痒み反応は HDCの遺伝子発現の
増加を介した反応ではなく74-kDa HDCから53-kDa HDCへのプロセッシングが増大したこと
によって histamine 産生を亢進した結果生じた反応と示唆される。Benzamidine によって阻害
されるセリンプロテアーゼ（benzamidine 感受性セリンプロテアーゼ）が HDC プロセッシン
グに関与していることが報告されている（Tanaka et al., 1995; Ichikawa et al., 1998）が，
benzamidine 感受性セリンプロテアーゼは pH 8-9 で活性化される（Ichikawa et al., 1998; 
Demartini et al., 2007）。本研究で使用したラウリン酸ナトリウムで痒み関連行動を誘発した1%
と 10%溶液の pHは各々9.8と 10.1であり，痒み関連行動を誘発しなかった 0.1%ラウリン酸
ナトリウム水溶液と 10%N-ラウロイルサルコシンナトリウム水溶液の pHは各々7.6と 7.7で
あった。これらより，10%ラウリン酸ナトリウムによって誘発された HDCプロセッシングの
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詳細は不明である。
以上まとめると，ラウリン酸ナトリウムは直接ケラチノサイトに作用し，ケラチノサイト
内で HDCのプロセッシングを亢進し，その結果生成された活性型 HDCが主に histamine生合
成に関与し，生合成された histamineが痒み反応に関係していると思われる。つまり，アニオ
ン性界面活性剤の中には直接痒みを誘発するものがあり，その痒み発生メカニズムにマスト
細胞ではなくケラチノサイト由来の histamineが関与することが明らかとなった。
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第 1章・小括
・ 10%ラウリン酸ナトリウム（pH 10.1）または 10%N-ラウロイルサルコシンナトリウム（pH 
7.7）の塗布直後に誘発された即時性の掻き動作は naloxoneで抑制されなかった。
・ 10%ラウリン酸ナトリウムの単回塗布は遅発性の掻き動作を誘発したが，10%N-ラウロイ
ルサルコシンナトリウムの単回塗布は遅発性の掻き動作を誘発しなかった。
・ 10%ラウリン酸ナトリウムの単回塗布によって誘発された遅発性掻き動作は naloxone お
よび terfenadineで抑制されたが，マスト細胞欠損では抑制されなかった。
・ 1 mM水酸化ナトリウム水溶液（pH 10.2）の単回適用は遅発性掻き動作を誘発しなかった。
・ 10%ラウリン酸ナトリウムの単回塗布は血管透過性亢進に影響を及ぼさなかった。
・ 10%ラウリン酸ナトリウムの単回塗布は表皮内の histamine 含有量を増加させ，53-kDa 
HDC発現量を増加させた。
・ ラウリン酸ナトリウムは濃度依存的にケラチノサイト内で histamine 産生を増加させ，
53-kDa HDC/74-kDa HDC比を上昇させた。
以上より，アニオン性界面活性剤の中には直接痒みを発生させる刺激を有するものがある
ことを見出した。10%ラウリン酸ナトリウムの単回塗布によって誘発される遅発性掻き動作
にマスト細胞非依存的かつ histamine依存的な痒みの発生メカニズムが関与していると思われ
る。ラウリン酸ナトリウムが直接ケラチノサイトに作用し，ケラチノサイト内で HDCのプロ
セッシングを亢進し，53-kDa HDCによって histamine合成が促進され，合成された histamine
は細胞外に放出され，放出された histamineが痒みを発生させると示唆される。
その痒み発生機序の概略図を Fig. 15に示す。
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Fig. 15. ラウリン酸ナトリウムによって誘発される急性の痒み発生メカニズムの模式図
①ラウリン酸ナトリウムの局所塗布が表皮ケラチノサイト内で 74-kDa HDCから 53-kDa HDC
へのプロセッシングを亢進し histamine 産生増加。②表皮ケラチノサイト内で産生された
histamineの放出。③表皮真皮境界部に存在する一次求心性ニューロンの H1ヒスタミン受容体
に作用し痒みシグナルを発生。
（Inami et al., 2012より引用）
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第 2章 染井吉野の葉抽出エキス及びクロロゲン酸の鎮痒効果
第 1節 染井吉野（P. yedoensis）の葉抽出エキスおよびクロロゲン酸のラウリン酸ナトリウ
ム誘発掻き動作の抑制
桜は，主に北半球の温暖な気候地域に分布しているバラ科サクラ属サクラ亜属の落葉植物
であり，日本の国花となっていることから世界的にも有名な植物である。
染井吉野は日本を象徴する桜として古くから親しまれ，春霞満開の花は美しく広く観賞用
の桜として愛されている。染井吉野の葉は食用としても利用されており，塩漬けされた桜の
葉は「さくら葉」と呼ばれ，心地よい香りを持つことから，香り付け食材としてアイスクリ
ームやクッキーに混ぜたり，和菓子の桜餅の包みに用いられたりしている。また，さくら葉
の抗酸化作用により桜餅の保存性が高まることが知られている（Inoue et al., 2011）。これまで
に，染井吉野の葉に活性酸素消去作用，過酸化脂質生成抑制作用，抗酸化作用，抗炎症作用，
色素沈着抑制作用などの薬理学的作用を有することが報告されており（Wang et al., 1999; 
Matsuda et al., 1994; Lee et al., 2008），抗酸化作用を示す主成分が chlorogenic acidである（Inoue 
et al., 2011）。そして，染井吉野の葉抽出エキスが痒み抑制を期待した化粧品原料として販売
されている。抗酸化作用や抗炎症作用を有する生薬の中には，鎮痒作用を示すものが存在す
る（Ando et al., 2010; Matsuda et al., 2002）。しかし，染井吉野の葉の薬効と作用機序の詳細は
明らかにされていない。
そこで本節では，前節で述べたアニオン性界面活性剤のラウリン酸ナトリウム誘発の遅発
性掻き動作に対する染井吉野の葉抽出エキスおよび chlorogenic acidの効果について検討した。
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1-1. 実験材料および実験方法
1-1-1. 実験動物
第 1章・第 1節・1-1-1に準じた。
1-1-2. 使用薬物
徳島県で採取した染井吉野の乾燥葉 15 gを室温で 7日間 150 mLの 50%エタノールで 1回
抽出した。ろ過後，50%エタノール染井吉野葉抽出液（乾燥残分 2.33%，CAS 928156-32-5）
を調製し，4°C で保管した。この抽出操作，精製操作は一丸ファルコス株式会社（岐阜）で
行われ，提供を受けた。Chlorogenic acid（Table 7）はナカライテスクより購入した。
これ以外の使用薬物は第 1章・第 1節・1-1-2に準じた。
刈毛・除毛済みのマウス吻側背部に 10%ラウリン酸ナトリウムを 50 L塗布した。10%ラ
ウリン酸ナトリウムの塗布 90分後に，50%エタノール染井吉野葉抽出液または 50%エタノー
ルで 1，5% w/vに調製した chlorogenic acidを，10%ラウリン酸ナトリウムを塗布した同一部
位に 50 L塗布した。
Table 7. Molecular formula, molecular weight, CAS number, and structural formula of 
chlorogenic acid 
Chlorogenic acid 
Molecular formula C16H18O9
Molecular weight 354.31 
CAS number 327-97-9 
Structural formula 
1-1-3. 行動実験
行動観察の方法は，第 1章・第 1節・1-1-3に準じた。
10%ラウリン酸ナトリウムの塗布 90 分後に 50%エタノール染井吉野葉抽出液または
chlorogenic acid（1, 5%）をラウリン酸ナトリウムと同一部位に塗布した。撮影は 50%エタノ
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ール染井吉野葉抽出液または chlorogenic acid（1, 5%），vehicle（50%エタノール）塗布 30分
後（10%ラウリン酸ナトリウムの塗布 2 時間後）に行った。ビデオテープの再生により掻き
動作回数を数えた（Kuraishi et al., 1995; Tsujii et al., 2008）。
1-1-4. Chlorogenic acidの HPLC（high performance liquid chromatography）解析
50%エタノール染井吉野葉抽出液を 0.45 m のシリンジフィルター（model Millex-LH; 
Millipore corp., Billerica, MA, USA）でろ過した。主成分である chlorogenic acidは，photodiode 
array（PDA）検出器（model 996; Nihon Waters Waters Co. Ltd., Osaka, Japan）が装備されている
HPLC（model 2690; Nihon Waters）で検出した。分析カラムは capcell pak C18 UG120（4.6 mm 
i.d. × 250 mm, particle size 5 m, Shiseido Co. Ltd., Tokyo, Japan）を使用し，移動相はアセトニト
リルと 0.1%リン酸水溶液の混合液でグラジエント分析（Table 8）を行った。データは解析ソ
フトMillenium（Nihon Waters）を用いて解析した。
Table 8. グラジエント分析プロトコールと HPLC条件
Time 
(min) 
Acetonitrile 
(%) 
0.1% Phosphoric acid 
(%) 
Profile 
0 10 90 
30 100 0 
linear-gradient 
35 100 0 －
Flow rate 1.0 mL/min 
Detection wavelength 340 nm 
Column temperature 40°C 
Injection volume 10 L 
1-1-5. 統計学的解析
第 1章・第 1節・1-1-6に準じた。
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1-2. 実験結果
1-2-1. 染井吉野の葉抽出エキスのラウリン酸ナトリウム誘発遅発性掻き動作の抑制
10%ラウリン酸ナトリウム塗布 90分後の 50%エタノール染井吉野葉抽出液の同一部位への
局所塗布は，ビデオ観察前半 30分（10%ラウリン酸ナトリウム塗布 2時間後からの 30分間）
では vehicle（50%エタノール）塗布と比較して有意に抑制したが，後半 30分（10%ラウリン
酸ナトリウム塗布 2時間半後からの 30分間）では抑制しなかった（Fig. 16）。
Fig. 16. Effect of topical application of P. yedoensis leaf extract (PLE) on sodium laurate-induced 
delayed phase scratching in mice.
10% Sodium laurate (SL) or vehicle (water) was applied topically to the shaved skin, and hind-paw 
scratching of the treated site was counted for 1hour from 2 hours after the application. PLE (1.115 
mg/site) or vehicle (VH, 50% ethanol) was applied topically in a volume of 50 mL 30 min before the 
start of observation (1.5 h after sodium laurate application). Values represent the means ± SEM of six 
to eight animals. *P <0.05 (Bonferronis test). 
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1-2-2. 染井吉野の葉抽出エキス中に含まれるクロロゲン酸の定量
染井吉野の葉に含まれる抗酸化作用を有する成分として chlorogenic acidが同定されている
（Inoue et al., 2011）。そこで，50%エタノール染井吉野葉抽出液中の chlorogenic acid量を測定
した。その結果，chlorogenic acidの保持時間は 5.9分で，濃度は 0.092%であった。乾燥残分
が 2.33%であることから chlorogenic acidは乾燥残分の 3.9%を占めていた。
クロマトグラムを Fig. 17に示した。
Fig. 17. Chromatogram of 50% ethanol extract of P. yedoensis leaf. 
Arrow represented chlorogenic acid peak. 
2 4 6 8 10 12 14 160
Retention time (minutes)
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1-2-3. クロロゲン酸のラウリン酸ナトリウム誘発遅発性掻き動作の抑制
10%ラウリン酸ナトリウム塗布 90分後の 50%エタノール染井吉野葉抽出液の同一部位への
局所塗布は，ビデオ観察前半 30分（10%ラウリン酸ナトリウム塗布 2時間後からの 30分間）
で vehicle（50%エタノール）塗布と比較して有意に抑制した（Fig. 16）ことと，50%エタノー
ル染井吉野葉抽出液の主成分が chlorogenic acidであった（Fig. 17）ことから，10%ラウリン
酸ナトリウム塗布 2時間後からの 30分間のビデオ撮影で chlorogenic acidの痒み関連行動への
影響を検討した。その結果，10%ラウリン酸ナトリウム塗布 90分後の chlorogenic acidを局所
塗布は，10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作を濃度依存的に抑制した（Fig. 18）。
Fig. 18. Effect of topical application of chlorogenic acid (CGA) on sodium laurate-induced 
delayed phase scratching. 
CGA or vehicle (VH, 50% ethanol) was applied topically in a volume of 50 L to the sodium 
laurate-treated skin 90 min after sodium laurate application (30 min before the start of behavioral 
observation). The scratching bouts were counted for 30 min from 2 hours after the sodium laurate 
application. A broken line denotes the number of scratching bouts in the water-treated group. Values 
represent the means ± SEM of six to eight animals. *P <0.05 (Dunnett's test).  
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1-3. 考察
染井吉野葉抽出液中のクロロゲン酸の鎮痒効果の可能性
10%ラウリン酸ナトリウム塗布の 90分後に 50%エタノール染井吉野葉抽出液を局所塗布す
ると，10%ラウリン酸ナトリウム誘発の遅発性掻き動作が観察時間の前半 30分（10%ラウリ
ン酸ナトリウム塗布 2 時間後から 30 分間）で抑制効果を認めたが，後半 30 分（10%ラウリ
ン酸ナトリウム塗布 2時間半後から 30分間）では抑制効果を認めなかった。50%エタノール
染井吉野葉抽出液の乾燥残分中の 3.9%が chlorogenic acidであった。染井吉野の葉に含まれる
主成分として chlorogenic acidが同定されている報告（Inoue et al., 2011）とも合致していた。
Chlorogenic acidの塗布が濃度依存的にラウリン酸ナトリウムによって誘発される遅発性掻き
動作を抑制したことから染井吉野葉抽出液の塗布による鎮痒効果を発揮した成分の一つが
chlorogenic acidであると示唆される。
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第 2節 クロロゲン酸のヒスタミン産生・遊離の促進機構への作用
第 2章・第 1節で chlorogenic acidの塗布が濃度依存的にラウリン酸ナトリウムによって誘
発される遅発性掻き動作を抑制することを明らかにした。また，10%ラウリン酸ナトリウム
によって誘発される遅発性掻き動作に表皮内 53-kDa HDCレベルおよび histamine含有量の増
加が関与していることが示唆されている（第 1章）。そこで，chlorogenic acidの表皮内 53-kDa 
HDCレベルおよび histamine含有量の増加に及ぼす影響を第 2節で検討した。
Chlorogenic acid（25 mg/kg）の経口投与は，マスト細胞の脱顆粒促進によって誘発される掻
き動作および histamine注射によって誘発される掻き動作を抑制するが，その抑制効果は弱い
ことが報告されている（Trinh et al., 2010）。
第 1章で，10%ラウリン酸ナトリウムによって誘発される遅発性掻き動作に histamineと H1
ヒスタミン受容体が関与すること，および histamineを産生・遊離する細胞が表皮ケラチノサ
イトであることを見出した。
そこで本節では，第 2章・第 1節で明らかになった 5% chlorogenic acidのラウリン酸ナトリ
ウムによって誘発される遅発性掻き動作の抑制効果の作用点を検討した。
2-1. 実験材料および実験方法
2-1-1. 実験動物
第 1章・第 1節・1-1-1に準じた。
2-1-2. 使用薬物
Histamineは和光純薬工業より購入した。
Histamine は生理食塩水（大塚製薬）に溶解し，マウスに 100 nmol/site で皮内注射した。
Chlorogenic acid（ナカライテスク）は，50%エタノールに溶解し，皮膚に 50 L塗布した。
その他の使用薬物は第 1章・第 1節・1-1-2に準じた。
2-1-3. 行動実験
塗布部位（吻側背部）への後肢による掻き動作
行動観察の方法は，第 1章・第 1節・1-1-3に準じた。
 刈毛・除毛済みのマウス吻側背部に histamine（100 nmol/site）を 20 Lの用量で皮内注射し，
直ちにアクリル製ケージに入れマウスの行動を 60分間ビデオ撮影した。ビデオテープの再生
により histamine投与部位およびその近傍の後肢による掻き動作の行動観察を行った（Kuraishi 
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et al., 1995; Tsujii et al., 2008）。評価薬物は histamine投与 30分前に投与した。
塗布部位（頬）への前肢による擦り動作および後肢による掻き動作
刈毛・除毛済みのマウス頬に chlorogenic acidを 50 L塗布後，直ちにアクリル製ケージに
入れマウスの行動を 60分間ビデオ撮影した。ビデオテープの再生により薬物塗布部位および
その近傍の前肢による擦り動作および後肢による掻き動作の行動観察を行った（Shimada and 
LaMotte, 2008）。
2-1-4. 血管外色素漏出量の検討
1% Evans blue生理食塩水溶液 150 Lをマウス尾静脈内へ注射した 20分後に，刈毛・除毛
済みのマウス吻側背部に histamine（100 nmol/site）を 20 Lの用量で皮内注射した。Histamine
投与 20分後に頚椎脱臼により安楽死させ，histamine投与部位の皮膚を直径 8 mmの円状に生
体パンチで刳り貫いた。採取した皮膚片を入れたマイクロチューブに dimethyl sulfoxide
（DMSO）200 Lを加え室温で一晩放置して皮膚片内の evans blueを抽出した。遠心分離後，
上清の 620 nmにおける吸光度を測定した（Andoh et al., 2010）。Evans blue溶液を用いて作成
した検量線により，それぞれの色素漏出量を算出した。評価薬物は histamine 投与 30 分前に
投与した。
2-1-5. Histamine量の測定（EIA法）
皮膚は chlorogenic acidの塗布 30分後（10%ラウリン酸ナトリウム塗布 2時間後）に採取し
た。この皮膚の採取タイミング以外は，第 1章・第 3節・3-1-3に準じた。
2-1-6. HDC発現量の測定（western blotting）
マウス皮膚からの測定サンプル溶液の調製
皮膚は chlorogenic acidの塗布 30分後（10%ラウリン酸ナトリウム塗布 2時間後）に採取し
た。この皮膚の採取タイミング以外は，第 1章・第 3節・3-1-4に準じた。
各 8 gのタンパク量を泳動した。
培養表皮からの測定サンプル溶液の調製
Chlorogenic acidは，1×10-2 Mとなるよう dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解させた。その
後，滅菌精製水を用いて 1×10-6 M（DMSOの濃度が 0.01% v/v）まで希釈した。この溶液 200 
Lを培養皮膚上に滴下した。Vehicle溶液は DMSOを 0.01%含む滅菌精製水を用いた。
その他の試験方法は，第 1章・第 3節・3-1-4に準じた。
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各 15 gのタンパク量を泳動した。
2-1-7. 統計学的解析
第 1章・第 1節・1-1-6に準じた。
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2-2. 実験結果
2-2-1. ヒスタミン注射後の血管透過性亢進に対するクロロゲン酸の効果
5% Chlorogenic acidは histamine（100 nmol/site）の皮内注射 30分前に刈毛・除毛済みのマ
ウス吻側背部に塗布した。5% Chlorogenic acidは histamine誘発の血管透過性亢進に影響を及
ぼさなかった。陽性対照の terfenadine（30 mg/kg, orally, -30min.）は histamine誘発の血管透過
性亢進を強く抑制した（Fig. 19）。
Fig. 19. Effects of topical application of chlorogenic acid (CGA) on the histamine-induced 
plasma extravasation in mice. 
Histamine (100 nmol/site) was injected intradermally and plasma extravasaion was determined 20 min 
later. 5% CGA was applied topically and terfenadine (TRF, 30 mg/kg) was administered orally 30 min 
before histamine injection. Values represent the means ± SEM of four animals. **P <0.01 
(Bonferronis test). 
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2-2-2. ヒスタミン誘発掻き動作に対するクロロゲン酸の効果
5% Chlorogenic acidは histamine（100 nmol/site）の皮内注射 30分前に刈毛・除毛済みのマ
ウス吻側背部に塗布した。5% Chlorogenic acidは histamine誘発掻痒反応に影響を及ぼさなか
った。陽性対照の terfenadine（30 mg/kg, orally, -30min.）は histamine誘発掻痒反応を強く抑制
した（Fig. 20）。
Fig. 20. Effect of topical application of chlorogenic acid (CGA) on scratching elicited by 
histamine injection in mice. 
Histamine (100 nmol/site) was injected into rostral back and scratch bouts were counted for 1 hour. 
5% CGA was applied topically and terfenadine (TRF, 30 mg/kg) was administered orally 30 min 
before histamine injection. Values represent the means ± SEM of six animals. *, **P <0.05, 0.01, 
respectively (Bonferronis test). 
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2-2-3. マウス表皮内のヒスタミン含有量および HDC発現量に対するクロロゲン酸の効果
5% Chlorogenic acidは 10%ラウリン酸ナトリウムの塗布 90分後に，10%ラウリン酸ナトリ
ウムの塗布部位と同一部位に塗布した。10%ラウリン酸ナトリウムの塗布 2 時間後に皮膚を
回収し表皮と真皮に分離し，表皮中の histamine 含有量と HDC 発現量を検討した。5% 
Chlorogenic acidは表皮内histamine含有量の増加および53-kDa HDC発現の増大を vehicle（50%
エタノール）塗布と比較して有意に抑制した（Fig. 21）。
A    B
C
Fig. 21. Effects of topical application of sodium laurate (SL) and chlorogenic acid (CGA) on the 
histamine content and L-histidine decarboxylase (HDC) level in the epidermis.
1% SL was applied topically to the shaved skin, which was isolated 2 hours later for assays. 5% CGA 
or vehicle (VH, 50% ethanol) was applied 90 min after SL application. (A) Histamine content. Values 
represent the means ± SEM of five animals. (B) A typical example of western blotting of HDC and 
-actin. (C) The levels of 53-kDa and 74-kDa HDCs. The value (HDC/-actin) was normalized to that 
of non-treated (NT) group. Values represent the means ± SEM of six (NT), four (VH), and six (CGA) 
animals. *P <0.05 (Bonferroni's test). 
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2-2-4. ヒト 3次元培養表皮内の HDC発現量に対するクロロゲン酸の効果
1%ラウリン酸ナトリウムを 1分間暴露し，3時間インキュベーション後に 1 M chlorogenic 
acidを 2時間適用し培養表皮内の HDC発現量を検討した。1 M Chlorogenic acidは培養表皮
内の 53-kDa HDC発現量を vehicle（DMSOを 0.01%含む滅菌精製水）適用と比較して有意に
減少させた（Fig. 22）。
A B 
Fig. 22. Effect of topical application of chlorogenic acid (CGA) on the L-histidine decarboxyrase 
(HDC) level in a 3-deimensional human keratinocyte culture treated with sodium laurate.  
1% Sodium laurate was applied topically to a keratinocyte culture for 1 min, following which the 
culture was washed, left to stand for 3 hours, and then used for the assays. 1 M CGA or vehicle (VH) 
was treated in a volume of 200 mL for 2 hours. (A) A typical example of western blotting of HDC and 
-actin. (B) The levels of 53-kDa and 74-kDa HDCs. The value (HDC/-actin) was normalized to that 
of naïve group. A broken line denotes the naïve level. Values represent the means ± SEM of six 
animals. *P <0.05 vs. VH (Bonferroni's test). 
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2-2-5. クロロゲン酸の掻き動作誘発および擦り動作誘発の検証
痛み刺激は痒み刺激を抑制する（Ikoma et al., 2004）。そこで，マウス頬に 5% chlorogenic acid
を 50 L塗布し，直ちにマウスの行動（掻き動作，擦り動作）を 60分間観察した。5% Chlorogenic 
acid の塗布は痒み指標である掻き動作回数に影響を及ぼさなかった。また，痛み指標である
擦り動作は観察されなかった（Table 9）。
Table 9. Scratch and rub-inducing effects of chlorogenic acid. 
 Vehicle (50% ethanol) 5% Chlorogenic acid 
Scratch bouts/hour 11.0±5.2 10.8±2.4 
Rub bouts/hour Not counted Not counted 
2-3. 考察
クロロゲン酸の鎮痒作用について
10%ラウリン酸ナトリウム塗布の 90分後に 5% chlorogenic acidを局所塗布すると，遅発性
掻き動作が抑制された（第 2章・第 1節）。Chlorogenic acid（25 mg/kg）は全身性投与（経口
投与）により弱い抗ヒスタミン効果を有すると報告されている（Trinh et al., 2010）。5% 
Chlorogenic acidの塗布は，histamineの皮内注射による掻き動作および血管透過性亢進を抑制
しなかった。5% Chlorogenic acidの塗布は，擦り動作を誘導しなかった。これらのことから，
5% chlorogenic acidの塗布は抗 histamine作用を発揮せず，痛み刺激を誘発しないことが示唆
される。
一方，5% chlorogenic acid の塗布は，ラウリン酸ナトリウムによって誘発される表皮内
53-kDa HDCレベルおよび histamine含有量の増加を抑制した。また，1 M chlorogenic acidは
ラウリン酸ナトリウムによって誘発されるヒト培養表皮内の 53-kDa HDC レベルの増加を抑
制した。これより，chlorogenic acidはケラチノサイトに作用して，ケラチノサイト内の HDC
のプロセッシングを抑制することで histamine産生を抑制したと示唆される。
以上まとめると，ラウリン酸ナトリウム誘発遅発性掻き動作に対する chlorogenic acid塗布
の抑制効果は，主に表皮内の 53-kDa HDC増加と，それによる histamineの産生・遊離の増加
を抑制することにより発揮されると考えられる。
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第 2章・小括
・ 染井吉野葉抽出エキスの塗布および 5% chlorogenic acidの塗布はラウリン酸ナトリウム誘
発の遅発性掻き動作を抑制した。
・ 5% Chlorogenic acidの塗布はラウリン酸ナトリウム誘発性の表皮内の 53-kDa HDC発現量
および表皮内の histamine含有量の増加を抑制した。
・ 5% Chlorogenic acidの塗布に抗ヒスタミン作用および発痛作用は認められなかった。
・ Chlorogenic acid はケラチノサイトに作用して，ラウリン酸ナトリウムによって誘発され
た HDCのプロセッシングを抑制した。
以上より，chlorogenic acidの塗布は，ラウリン酸ナトリウム誘発性の表皮内の 53-kDa HDC
発現量および表皮内の histamine含有量の増加を抑制することで痒み抑制効果を発揮したと示
唆される。これより，アニオン性界面活性剤を含有する化粧品や医薬部外品等に HDC活性化
を抑制する天然成分の配合が痒みの予防に有効かつ有用であることが考えられる。
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第 3 章 アニオン性界面活性剤ラウリル硫酸ナトリウム（SDS）によって誘発される慢性の
痒み
第 1節 SDS誘発掻き動作
 皮膚の健常性を維持するためには，皮膚を清潔に保つことが重要である。そのために各種
身体用洗浄剤が古くから用いられてきている。近年，洗浄剤の皮膚低刺激性への関心が高ま
っている中，化粧品を製造・販売しているメーカーは共通して，①使用原料の皮膚刺激性を
パッチテストなどによる厳選（Nicander et al., 1996; Tupker et al., 1997），②不要原料の除去，
③配合界面活性剤濃度の減少などの工夫をおこない皮膚低刺激性を目指している。これらは
皮膚への刺激性を低減するには重要なことであるが，製品としての保存安定性などを低下さ
せることに繋がるのみならず，洗浄成分（界面活性剤）の配合濃度の減少によって泡立ちが
悪くなり，そのために皮膚を擦る頻度が増加してしまう危険性がある。つまり，皮膚刺激性
の低減と製品の性能維持の両方が満たされなければならない。これは現実的に非常に難しい
課題である。その結果，製品としての洗浄性能を優先せざるを得なくなり，界面活性剤の配
合濃度の減少は十分達成できていないのも事実である。
 近年，生活が清潔で快適になっていることや働く女性が増加していること，男性が化粧品
を使用する頻度が増加していることなどから，美観向上のためなどに皮膚に使用するファン
デーション等の化粧品の消費が増加している。これらの化粧品は一定時間後には洗浄する必
要がある。そのため，最近の皮膚洗浄剤は塵や埃などの汚れの除去や除菌だけではなく，こ
のような化粧品のクレンジング機能も考慮する必要があると思われる。つまり，より強い洗
浄力が求められる傾向にあるともいえる。
第 1 章において，アニオン性界面活性剤のラウリン酸ナトリウムが痒み関連行動を誘発す
ることを明らかにした。しかし，この反応は一過性の反応であり，これだけでは実生活にお
いて問題となる洗浄剤（界面活性剤）使用に伴う慢性的な痒みを十分に説明することが出来
ない。現実的に，理・美容師のような洗浄剤の頻回使用者は，皮膚炎や皮膚の乾燥に加え，
痒み症状を頻繁に認める（Inoue et al., 2008）。日常的に使用する界面活性剤の潜在的刺激要因
を減少させることは製品開発において重要なことであるが，界面活性剤の繰返し使用によっ
てもたらされる皮膚への有害作用のメカニズムを理解することも重要である。
界面活性剤は 1 分子中に親水基と親油基を有することから皮膚になじみ易く，ケラチンタ
ンパクに結合し易い（Imokawa et al., 1975; Scala et al., 1968）ことから洗い流す作業を行って
も完全には洗い流されず皮膚に界面活性剤が残留してしまう。通常は皮膚のターンオーバー
によって垢と一緒に界面活性剤残渣は排出されるので皮膚へ有害反応にもたらすことは殆ど
ない。しかし，洗浄後に皮膚が健常な状態に戻る前に繰返し洗浄行為を行うと皮膚が次第に
荒れてきたり，乾燥してきたりする。このような乾燥皮膚や荒れ皮膚の状態で洗浄剤を使用
した時に感じる痒みについて本章で検討した。
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アニオン性界面活性剤の中でも強力な皮膚刺激性を有する SDSは動物実験で皮膚炎や皮膚
乾燥を誘発するために使用されている（Wigger-Alberti et al., 2000; Agner and Serup, 1990）。SDS
が痒みを伴う皮膚トラブルに関与していると推測されるが，痒みの発生メカニズムは明らか
になっていない。そこで，SDS を反復塗布することで皮膚炎や皮膚乾燥を誘発し，これらの
症状に伴い痒み関連行動が観察されるか検討した。
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1-1. 実験材料及び実験方法
1-1-1. 実験動物
第 1章・第 1節・1-1-1および第 2節・2-1-1に準じた。
1-1-2. 使用薬物
Sodium dodecyl sulfate（SDS, Table 10）はナカライテスクより購入した。
SDSは蒸留水で 10% w/vの濃度となるよう溶解し，使用するまでは 4°C保存しておいた。
使用時に界面活性剤が析出していた場合は 37°Cの湯浴で温めて溶かしてから使用した。10% 
SDSは，予め除毛したマウス吻側背部に 50 Lの用量で 1日 1回繰返して塗布した。また，
塗布後の洗浄操作は行わなかった。
その他の使用薬物は第 1章・第 1節・1-1-2に準じた。
Table 10. Molecular formula, composition formula, molecular weight, CAS number, and 
structural formula of sodium dodecyl sulfate 
Sodium dodecyl sulfate 
Molecular formula C12H25NaO4S 
Composition formula C12H25OSO3Na 
Molecular weight 288.38 
CAS number 151-21-3 
Structural formula 
1-1-3. 行動実験
実験の少なくとも 3 日前までに，マウスの吻側背部を刈毛・除毛し，実験当日に吻側背部
に傷がないものを実験に使用した。4区画されたアクリル製ケージ（1区画; 13 × 9 × 35 cm）
に 1匹ずつ入れ，無人環境下で少なくとも 30分以上撮影環境に馴化した後，マウスの行動を
ビデオカメラで 60分間撮影した。10% SDSまたは 10%N-ラウロイルサルコシンナトリウム
は，予め除毛したマウス吻側背部に 50 Lの用量で 1日 1回繰返して塗布した。撮影は界面
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活性剤水溶液または vehicle（蒸留水）塗布前，塗布 1，2，3，4日後の界面活性剤水溶液また
は vehicle（蒸留水）塗布前に行った。ビデオテープの再生により 10% SDSまたは vehicle（蒸
留水）塗布部位およびその近傍の掻き動作の行動観察を行った（Kuraishi et al., 1995）。後肢で
吻側背部およびその近傍を掻き，後肢を床におろすという一連の掻き動作の回数を 1 回の掻
き動作として目視にて数えた（Tsujii et al., 2008）。
1-1-4. 角層水分量，TEWL，皮膚表面 pH及び皮膚炎症状の測定
測定は界面活性剤水溶液の塗布前に行った。
測定機器は第 1章・第 1節・1-1-4に準じた。
1-1-5. 病理組織学的検討
皮膚は 10% SDS溶液塗布 4日目（Day 3）の 24時間後（Day 4）に採取した。
操作方法は第 1章・第 1節・1-1-5に準じた。
1-1-6. 表皮厚の測定
 病理組織学検討によって作製した皮膚切片を HE 染色し，光学顕微鏡（model BZ-8000; 
Keyence）で観察・撮影（field size: 662.0 × 879.3 m）した。撮影した各画像の最大表皮厚（角
質層下底から基底層下底までの距離）を求め，各画像の最大表皮厚の平均値をその群の表皮
厚とした。
1-1-7. Histamine量の測定（EIA）
第 1章・第 3節・3-1-3に準じた。
1-1-8. HDC発現量の測定（western blotting）
マウス皮膚からの測定サンプル溶液の調製
第 1章・第 3節・3-1-4に準じた。
各 5 gのタンパク量を泳動した。
培養表皮からの測定サンプル溶液の調製
第 1章・第 3節・3-1-4に準じた。
各 15 gのタンパク量を泳動した。
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1-1-9. RNA抽出と RT-PCR 
RNA抽出
マウスを sodium pentobarbital（80 mg/kg, intraperitoneally）で麻酔し，開胸後，心血液循環系
を利用して PBSで十分に灌流脱血後，界面活性剤適用部位の皮膚を採取した。採取した皮膚
片を 60°CのPBSに 30秒間浸した後，4°CのPBS中で表皮と真皮に分けた（Kolev et al., 2008）。
採取した表皮に TRIzol Reagent（Invitrogen）を 200 L加え，十分ホモジナイズした後に
TRIzol Reagentを 300 L（total volume 500 L）加え vortex後，室温にて 5分間インキュベー
トした。その後，油層と水層に分離させるために chloroformを 100 L加え，vortex後，室温
で 3分間インキュベートした。遠心分離（12000 rpm [14170 × g], 15 min, 4°C）後，上清を新し
いエッペンチューブに移し，この上清に 250 Lの isopropanol（和光純薬工業）を加え室温で
1時間以上インキュベートした。遠心分離（12000 rpm, 10 min, 4°C）後，上清を捨て 70% ethanol
を 300 L加え vortexした。遠心分離（12000 rpm, 10 min, 4°C）後，上清を捨て 100% ethanol
を 300 L加え vortexした。遠心分離（12000 rpm, 10 min, 4°C）後，上清を捨て 37°Cインキ
ュベーター内で十分風乾した。Diethyl pyrocarbonate（ナカライテスク）で処理した滅菌精製
水（DEPC-d²H₂O）を 50 L加え, ペレットを溶かした後，Table 11の組成の溶液を 50 L加
えた。
Table 11. RNA抽出過程で用いる溶液
組成 メーカー 液量 最終濃度
10×DNaseⅠbuffer Takara, 滋賀 10 L 1 × 
DNaseⅠ(5000 units) Thermo Fisher Scientific, 横浜 1 L 50 units 
DEPC-d²H₂O 39 L 
50 L 
Vortex後, 軽く遠心し, 37°Cで 1時間インキュベートした。Phenol chloroform isoamyl alcohol
（ナカライテスク）を 100 L加えた。遠心分離（12000 rpm, 10 min, room temperature）後，上
清（3層に分離，上から水層，タンパク層，油層で水層を回収）を新しいエッペンチューブ
に移した。この上清に 3 M酢酸ナトリウム水溶液（pH 5.2）を 12 L加え, 軽く混ぜた後に
100% ethanolを 300 L加えた。Vortex後，-80°Cで 30分間インキュベートした。遠心分離（12000 
rpm, 15 min, 4°C）後，上清を捨て，70% ethanolを 300 L加えた。遠心分離（12000 rpm, 15 min, 
4°C）後，上清を捨て，100% ethanolを 300 L加えた。遠心分離（12000 rpm, 15 min, 4°C）後，
上清を捨て 37°Cインキュベーター内で十分風乾した。ここにDEPC-d²H₂Oを 20 L加え，55°C
で 5分間加温してペレットを十分溶解させた後，Nano Drop（エル・エム・エス，東京）で
RNA濃度を測定した。
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逆転写酵素反応（RT）
逆転写反応は，total RNA量が 0.4 g/Lまたは 0.2 g/Lになるように Table 12に示す組成
で溶液を作製し，サーマルサイクラ （ーTakara）を用いて 70°Cで 5分間反応させ，その後 4°C
で急冷した。この溶液（RNA-oligo dT solution）に Table 13に示す組成の溶液を添加し，サー
マルサイクラーを用いて 25°Cで 5分間，37°Cで 1時間，72°Cで 15分間の順で反応させた。
Table 12. RT reaction with oligo-dT primer 
液量組成
0.4 g/L 0.2 g/L 
採取した total RNA溶液 2 L 4 L 
Oligo dT16 primer (50 pmol/L) 1 L 1 L 
DEPC-d²H₂O 2 L 0 L 
5 L 5 L 
Table 13. RT reaction 
組成 メーカー 液量 最終濃度
5 × Reaction Buffer 和光純薬工業 4 L 1 × 
25 mM MgCl2 和光純薬工業 2.4 L 3 mM 
dNTP (2 mM each dNTP) ABI, USA 5 L 0.5 mM 
RNase Inhibitor 東洋紡積 0.5 L 1 U/L 
ReverScript Ⅲ 和光純薬工業 0.5 L 
DEPC-d²H₂O 2.6 L 
15 L 
ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）
RT産物を Table 14に示す組成の溶液に混合し，Table 15に示した条件で反応させた。用い
た primerの配列は Table 16に示した。PCR産物を 2%アガロースゲルを用いて，100 Vで電気
泳動した後，ethidium bromideで 30分間染色し，302 nmの UVで検出したバンドをポラロイ
ドフィルムで撮影した。検出したバンドは glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）
で補正した。
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Table 14. PCR 反応溶液組成
組成 メーカー 液量 最終濃度
RT product 1 L 
5 × Reaction Buffer 和光純薬工業 10 L 1 × 
25 mM MgCl2 和光純薬工業 3.5 L 1.75 mM 
dNTP (2 mM each dNTP) ABI, USA 5 L 0.5 mM 
Primer-sense (50 pmol/L) Invitrogen 1 L 1 pmol/L 
Primer-antisense (50 pmol/L) Invitrogen 1 L 1 pmol/L 
Taq DNA polymearase Promega 0.5 L 
d2H2O（滅菌精製水） 28 L 
50 L 
Table 15. PCR 反応条件
ステップ 反応温度 反応時間 最終濃度
Initial denaturation 94°C 5 min. 1 cycle 
Denaturation 94°C 30 sec. 
Annealing 60°C 30 sec. 
Extension 72°C 30 sec. 
35 cycles 
Final extension 72°C 7 min. 1 cycle 
Soak 4°C Indefinite 1 cycle 
HDC, GAPDHとも同一条件
Table 16. Primer配列
Gene type 
(species) 
Sense (5-3) Antisense (5-3) 
Product 
size (bp) 
HDC  
(mouse) 
AGCACAAGCTGTCGTCCTTT GTGGATCACGAAGACCCTGT 460 bps 
GAPDH 
(mouse) 
CCAAGGTCATCCATGACAAC TTACTCCTTGGAGGCCACGT 422 bps 
1-1-10．統計学的解析
第 1章・第 1節・1-1-6に準じた
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1-2. 実験結果
1-2-1. SDS単回塗布による掻き動作および皮膚表面 pHへの影響
第 1章で行った同一の試験方法（第 1章・第 1節・1-1-3）を用いて，10% SDSの単回塗布
が遅発性の掻き動作を誘発するか検討した。その結果，10% SDSの単回塗布は遅発性の掻き
動作を誘発しなかった（Fig. 23A）。
10% SDSは塗布 2時間後に vehicle（蒸留水）塗布と比較して有意な皮膚表面 pHの上昇を
認めたが，塗布 24時間後には塗布前レベル付近まで減少した（Fig. 23B）。
A B 
Fig. 23. Effects of topical applications of sodium dodecyl sulfate (SDS) on scratching and pH of 
the skin surface in ICR mice.  
10% SDS or vehicle (VH, distilled water) was applied topically to the rostral part of the back in a 
volume of 50 L. (A) 10% SDS-induced scratching. Scratching bouts were counted for 1 hour before, 
and 2 and 24 hours after treatment. (B) Effects of 10% SDS on pH of the skin surface. Values 
represent the mean ± SEM for eight animals. *P <0.05 vs. VH (Dunnett's test) 
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1-2-2. SDS反復塗布による掻き動作，皮膚炎，皮膚乾燥の誘発，皮膚表面 pH変化
SDSはヒトや動物に皮膚炎や皮膚乾燥を誘発することがしられており（Wigger-Alberti et al., 
2000; Agner and Serup, 1990），SDSが痒みを含む皮膚トラブルに関与していると推測される。
しかし，SDSによって発生する痒みのメカニズムについては不明である。そこで，予め刈毛・
除毛した ICRマウスの吻側背部皮膚に 10% SDS（pH 6.5）を 1日 1回繰返し塗布し掻き動作
を引き起こすか検討した。比較対照として 10%N-ラウロイルサルコシンナトリウム（pH 7.7）
を用いた。
10% SDSを 1日 1回繰返して塗布すると，各塗布前（塗布 22-24時間後）の掻き動作回数
が塗布開始から少なくとも 4日間経日的に増加した（Fig. 24）。皮膚炎スコア，皮膚乾燥，皮
膚バリアの破壊の度合いも経日的に増大し，皮膚表面 pHも経日的にアルカリ性側に移行した。
これら 4つのパラメーターが塗布開始 2日後から vehicle（蒸留水）塗布と比較して有意とな
ったのに対して，掻き動作回数の増加は塗布開始の翌日から有意となった（Fig. 25）。一方，
10%N-ラウロイルサルコシンナトリウムはこれらのパラメーターに影響を及ぼさなかった
（Figs. 24 and 25）。
Fig. 24. SDS-induced scratching in ICR mice. 
10% SDS, 10% N-lauroylsarcosine sodium salt (NL) or vehicle (VH, distilled water) was applied 
topically to the skin once daily and bouts of scratching were counted for 1 hour. Values represent the 
mean ± SEM of six to eight animals. *, **P <0.05, 0.01, respectively, vs. VH (Dunnett's test). 
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A
B C
D 
Fig. 25. Development of dermatitis and dry 
skin and neutralization of the skin surface in 
ICR mice by repeated application of SDS or 
N-lauroylsarcosine sodium salt (NL). 
10% SDS, 10% NL, and vehicle (VH, distilled 
water) were applied topically to the rostral part 
of the back in a volume of 50 L once daily. 
Then scoring was performed daily until Day 4. 
The effects of surfactants on skin severity score 
and clinical features (A), SC hydration (B), 
TEWL (C) and skin surface pH (D). Values 
represent the mean ± SEM of eight animals. *, 
**P <0.05, 0.01, respectively, vs. VH (Dunnett's 
test). 
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1-2-3. SDS反復塗布によって誘発される掻き動作に対する naloxoneおよび terfenadineの影
響
10% SDSを 1日 1回繰返し塗布し，塗布 4回目（Day 3）の 24時間後に観察される掻き動
作に及ぼすμオピオイド受容体拮抗薬naloxoneおよび H1ヒスタミン受容体遮断薬 terfenadine
の影響を検討した。Naloxoneおよび terfenadineは SDS反復塗布によって誘発される掻き動作
を vehicle投与と比較して有意に抑制した（Fig. 26）。
A B
Fig. 26. The effects of naloxone (NAL) and terfenadine (TRF) on SDS-induced scratching 
behavior. 
10% SDS was applied topically to the skin in ICR mice. SDS treatments were repeated once daily for 
4 days. (A) NAL (1 mg/kg) or vehicle (VH, saline) was administered subcutaneously 15 min before 
the start of behavioral observations. (B) TRF (30 mg/kg) or vehicle (VH, tap water containing 0.5 % 
sodium carboxymethyl cellulose) was administered orally 30 min before the start of behavioral 
observations. A broken line denotes the number of scratching bouts in the water-treated group. Values 
represent the mean ± SEM of seven to eight animals. *P < 0.05 vs. VH (Students t-test). 
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1-2-4. SDS反復塗布によって誘発される掻き動作発生時における組織学的検討
10% SDSを 1日 1回繰返し塗布し，塗布 4回目（Day 3）の 24時間後に皮膚の病理組織学
検討をおこなった。作製した皮膚切片（各個体 2 切片）を HE 染色し，光学顕微鏡で観察・
撮影（field size: 662.0 × 879.3 m）した。ランダムに選んだ 8-14枚の各デジタル画像の最大
表皮厚から平均値を算出し，その平均値をその群の表皮厚とした（Figs. 27A and 27B）。10% 
SDSの反復塗布は，vehilce（蒸留水）の反復塗布と比較して有意に表皮厚を増加した。TB染
色像から皮膚内のマスト細胞数を検討した。その結果，10% SDSの反復塗布は，真皮内のマ
スト細胞数に影響を及ぼさなかった（Fig. 27C）。
A
B C
Fig. 27. The change in epidermal thickness and the number of mast cells of the SDS-treated skin. 
The skin was treated with vehicle (VH, distilled water) or 10% SDS for 4 days. (A) Hematoxylin and 
eosin staining (left panels) and toluidine blue staining (right panels) of the skin to which VH or SDS 
had been topically applied. Scale bar = 100 m. (B) Epidermal thickness was measured in 
hematoxylin and eosin-stained sections. (C) Number of mast cells in the skin. Values represent the 
mean ± SEM of four animals. **P < 0.01 vs. VH (Students t-test). 
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1-2-5. マスト細胞欠損マウスにおける SDS反復塗布によって誘発される掻き動作
予め除毛・剃毛しておいたマスト細胞欠損マウス（WBB6F1-W/Wvマウス）およびその健常
同腹仔マウス（WBB6F1-+/+マウス）の吻側背部皮膚へ 10% SDSを 1日 1回繰返し塗布し，
掻き動作を引き起こすか検討した。その結果，マスト細胞欠損マウスおよびその健常同腹仔
マウスはともに経日的に掻き動作回数の増加を示した。また，両マウスの掻き動作回数は同
程度であった（Fig. 28）。
Fig. 28. The effects of mast cell (MC) deficiency on SDS-induced scratching behavior. 
MC-deficient mice (WBB6F1-W/Wv, open columns) and their normal littermates (WBB6F1-+/+, 
closed columns) received once daily application of 10% SDS to the skin for 4 days. Time-dependent 
change in scratching after repeated SDS treatment to the skin. Values represent the mean ± SEM of six 
to seven animals. 
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1-2-6. SDS反復塗布による皮膚内のヒスタミン含有量の変化
10% SDSを 1日 1回繰返し塗布し，塗布 4回目（Day 3）の 24時間後の ICRマウス，マス
ト細胞欠損マウスおよびその健常同腹仔マウスの表皮内および真皮内の histamine含有量を測
定した。その結果，10% SDS反復塗布によっていずれのマウスにおいても表皮内の histamine
含有量は vehicle（蒸留水）の反復塗布と比較して有意に増加したが（Figs. 29A and 29B），真
皮内の histamine含有量に変化はなかった（Figs. 29C and 29D）。
A   B
C   D
Fig. 29. The change in histamine production in the epidermis and in the dermis of the 
SDS-treated skin.  
10% SDS was applied topically to the skin in ICR mice, mast cell (MC)-deficient mice 
(WBB6F1-W/Wv) and their normal littermates (WBB6F1-+/+). 10% SDS, or vehicle (VH, distilled 
water) treatments were repeated once daily for 4 days. The histamine content in the epidermis (A and 
C) and in the dermis (B and D) was measured by enzyme immunoassay and was normalized by weight 
of tissues. Values present as the mean ± SEM of four animals. *, ** P< 0.05, 0.01, respectively, vs. VH 
(Students t-test). 
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1-2-7. SDS反復塗布による表皮内の HDC発現量の変化
10% SDSを 1日 1回繰返し塗布し，塗布 4回目（Day 3）の 24時間後の ICRマウスの表皮
内の HDC発現量を検討した。その結果，10% SDSの反復塗布は vehicle（蒸留水）の反復塗
布と比較して 53-kDa HDC発現量は 10.5倍増加し，74-kDa HDC発現量は 3.6倍増加した（Fig. 
30）。
A
B 
Fig. 30. Effects of cutaneous repeated treatment of SDS on the expression of L-histidine 
decarboxyrase (HDC) in the epidermis.  
ICR mice received once daily application of 10% SDS or vehicle (VH, distilled water) to the skin for 4 
days. (A) The scanned images of western blotts for HDCs (53 and 74-kDa) and -actin in the 
epidermis. (B) Quantitative analysis of western blotts for HDC in the epidermis. The density of 
immunoreactive bands associated with HDCs (53 and 74-kDa) was analyzed using Scion Image. 
Values present as the mean ± SEM of four animals of ratio to vehicle. **P < 0.01 vs. VH (Dunnett's 
test).
VH SDS
74-kDa HDC
53-kDa HDC
-actin
0
2
4
6
8
10
12
VH SDS VH SDS
Si
ng
al
 in
te
ns
ity
(ra
tio
 to
 V
H
)
**
**
74-kDa 53-kDa
 82
1-2-8.  SDS反復塗布による表皮内の HDC mRNA発現量の変化
10% SDSの塗布前，開始 1日後，2日後，3日後および 4日後に ICRマウスの表皮を採取
し，表皮内の HDC mRNA発現量を検討した。その結果，HDC mRNA発現量が 10% SDSの塗
布開始 2日後から vehicle（蒸留水）塗布と比較して有意となり少なくとも実験終了日までは
持続的に増加していた（Fig. 31）。
A
B
Fig. 31. The time-course change in L-histidine decarboxyrase (HDC) mRNA expression in the 
epidermis of the SDS-treated skin.  
ICR mice received once daily application of 10% SDS or vehicle (VH, distilled water) to the skin for 4 
days. In addition to the prior to the application (Day 0), total RNA from the epidermis was extracted 
24 hours after SDS or vehicle application each day. (A) The typical examples of the bands of RT-PCR 
for the expression of HDC and GAPDH mRNAs in the epidermis. (B) Quantitative analysis of the 
bands of RT-PCR for HDC mRNA in the epidermis. The expression level was normalized to the level 
of GAPDH mRNA. Open and closed column show vehicle- and SDS-treated group, respectively. 
Values present as the mean ± SEM of three to five animals. *P< 0.05 vs. Day 0 (Dunnett's test), #P< 
0.05 vs. VH on each day (Students t-test). 
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1-3. 考察
SDSの検討濃度を 10% w/vにした理由
SDS による皮膚炎や皮膚乾燥の誘発作用は，SDS の暴露時間や暴露頻度に依存的である
（Agner and Serup, 1990）。Hos: HR-1ヘアレスマウスに 10% SDSを 1日 1回繰返し塗布する
と皮膚炎，皮膚乾燥，皮膚バリア機能の破壊が誘発される（Baba et al., 2010）。また，第 1章
で検討したアニオン性界面活性剤自身の痒み誘発能のスクリーニング試験に用いた濃度も
10%であったことから，SDS水溶液の検討濃度を 10% w/vと設定した。
10% SDSの単回塗布が痒み関連行動を誘発しなかった結果について
10% SDS（pH 6.5）および 10%N-ラウロイルサルコシンナトリウム（pH 7.7, 第 1章）の単
回塗布は急性の痒み関連行動を認めなかったが，10%ラウリン酸ナトリウム（pH 10.1）の単
回塗布は急性の痒み関連行動を認めた（第 1章）。この 10%ラウリン酸ナトリウムによって誘
発された痒み関連行動には界面活性作用と水溶液のアルカリ性の 2 つの性質が関与している
と示唆される（第 1章）。これより 10% SDSの pHが中性付近であることから皮膚刺激性の強
いアニオン性界面活性剤であったとしても健康皮膚への単回塗布では直接痒みを誘発する刺
激とはなり得ず，皮膚刺激性と痒み誘発能は必ずしも一致しないのかもしれない。奥田と吉
池（2000）はアルカリ性界面活性剤水溶液（pH 9）の角層バリア機能の破壊作用が，弱酸性
界面活性剤水溶液（pH 5）よりも強いことを示している。つまり，界面活性剤を長時間作用
させた場合，アルカリ性の方が角層バリア機能の破壊を促し，界面活性剤の経皮吸収を促進
させる可能性が考えられる。上記でも述べたが，第 1章で 5種類のアニオン性界面活性剤（親
油基が炭素数 12の直鎖構造）の痒み誘発能を検討したが（Table 6），その中で急性の痒み関
連行動を誘発したのはラウリン酸ナトリウム（10%溶液が pH10.1）のみであった。残りの 4
種の 10%溶液の pHが 7.1-8.1であったことからも，10% SDS（pH6.5）の単回塗布が急性の痒
み関連行動を誘発しなかった理由として界面活性剤水溶液の pH が関与していることを強く
示唆する。
10% SDSの反復塗布によって誘発される痒み関連行動と界面活性剤の皮膚刺激性
10% SDSの反復塗布は経日的に痒み関連行動を増強したが，10%N-ラウロイルサルコシン
ナトリウムの反復塗布は痒み関連行動を誘発しなかった。10% SDSの反復塗布は皮膚炎，皮
膚乾燥および皮膚バリア機能の崩壊を促したが 10%N-ラウロイルサルコシンナトリウムの反
復塗布はこれらに影響を及ぼさなかった。これより反復塗布の場合は，皮膚刺激性の強弱が
痒み誘発に関与している可能性が考えられる。Miyamotoら（2002）は予め刈毛・除毛してお
いた ICRマウスの吻側背部皮膚に 1% SDSを脱脂綿に湿られて 60秒間適用する処置を 1日 2
回（午前 9時と午後 5時）繰返し 5日間行ったが処置 5日目の掻き動作回数は増加しなかっ
たと報告している。1% SDSの反復適用により皮膚バリア機能の破壊や皮膚乾燥が誘発される
 84
ことから皮膚刺激性は確認され（Miyamoto et al., 2002），皮膚バリア機能の破壊程度は，適用
方法が異なるため一概に比較できないが，1% SDSの反復適用 5日後の TEWLが約 20 g/m2 per 
hour（Miyamoto et al., 2002）に対し 10% SDSの反復塗布 4日後に TEWLが 19.3 g/m2 per hour
となった（Fig. 25C）。同程度の TEWLとなるまでに要した時間が 10% SDSの方が短いことか
ら，10% SDSの皮膚バリア機能の破壊作用がより強いと考えられる。皮膚バリア機能の破壊
が同程度でも 1% SDS の繰返し適用では掻き動作回数が増加しなかった（Miyamoto et al., 
2002）ことから，SDSの濃度が掻き動作の誘発に関与していると示唆される。
10% SDSの反復塗布によって誘発される痒み関連行動へのマスト細胞の関与
10% SDS の反復塗布によって誘発される痒み関連行動は H1ヒスタミン受容体遮断薬で抑
制されたが，マスト細胞欠損では抑制されなかった。本研究では行動観察を 10% SDS 塗布
22-24 時間後に実施した。界面活性剤はマスト細胞の細胞膜や細胞質の変性を促し histamine
を細胞外へ放出させる（Prottey and Ferguson, 1976）。マスト細胞の脱顆粒による histamineの
放出は顆粒内の histamine が枯渇すれば放出されなくなることから持続的にマスト細胞が
histamineを放出し続けるとは考え難い。これより，10% SDSの反復塗布によって誘発される
掻き動作にマスト細胞は少なからず関与していると推測されるが，本研究デザインで検討し
た掻き動作（10% SDS塗布 22-24時間後の掻き動作）に限って述べるとマスト細胞非依存的
かつ histamine依存的な痒み関連行動を観察したと思われる。そして，この経路は痒みの発生
だけでなく痒みの増強や痒みの維持に重要な役割を果たしていると示唆される。
10% SDS の反復塗布によって誘発される痒み関連行動への表皮内の histamine と表皮内の
HDCの関与
10% SDSの反復塗布によって誘発される掻き行動はマスト細胞非依存的かつhistamine依存
的な経路が働いていることを見出し，10% SDSの反復塗布が表皮内の histamine含有量を増加
させ，74-kDaおよび 53-kDa HDC発現量を vehicle（蒸留水）群と比較してそれぞれ 3.6倍，
10.5倍に増加させた。つまり，53-kDa HDCの増加率が高いことから HDCのプロセッシング
が亢進していると考えられる。10% SDSの反復塗布は表皮内の HDC mRNA発現量も増加さ
せた。この HDC mRNA発現量の増加を誘導した刺激が何かは今後の課題だが，10% SDSの
反復塗布による慢性の痒み発生のメカニズムに，表皮内の HDC mRNA の増加とそれに伴う
74-kDa HDC発現の増加，さらに HDCのプロセッシングの亢進により生成した 53-kDa HDC
発現の増加が関与していると思われる。その結果，histamine の産生が増加し，遊離された
histamineが主に10% SDSの反復塗布によって誘発される慢性の痒みに関与することが示唆さ
れる。
この表皮内の histamine含有量の増加に表皮肥厚が関与していると思われる。これまでに表
皮肥厚による未分化ケラチノサイトの増殖が考えられ，ケラチノサイトの数自体の増加だけ
でなく，未分化ケラチノサイトは分化ケラチノサイトよりも HDC mRNA 発現が増加してい
 85
る（Fitzsimons et al., 2001）ことが報告されている。10% SDSの反復塗布により表皮の単位重
量［mg］あたりの histamine含有量が増加していた（Figs. 29A and 29C）。つまり histamine産
生が亢進しており表皮肥厚が認められていることから表皮中に存在する histamine含有量が多
いことが類推できる。
10% SDSの反復塗布による表皮内の-actin発現量に著しい減少について
本研究において 10% SDSの反復塗布によって表皮内の-actin発現量に著しい減少が観察さ
れた。Human papillomavirusをトランスフェクションし，不死化したヒトケラチノサイトにお
いても同様の現象が確認されている（Yue et al., 2011）。このヒト不死化ケラチノサイトの細胞
増殖は，casein kinase 2MEKextracellura signal-regulated kinaseRho pathwayを介したアクチ
ン細胞骨格繊維の形成によっておこなわれている（Yue et al., 2011）。この経路が 10% SDSに
よって誘発される細胞増殖に関与しているかもしれない。-actin は細胞骨格に関わるタンパ
クであり，多くの実験で内因性コントロールとして用いられている。しかし，10% SDSの反
復塗布においては内因性コントロールとして用いることは適していないと思われた。そのた
め，74-kDa と 53-kDa HDC の発現量はそれぞれのバンドの定量値によって評価した。この
-actin 発現量の著しい減少理由の詳細は不明だが，少なくとも細胞へのダメージが大きいこ
とは推測できる。
10% SDSの反復塗布によって誘発される痒み関連行動への皮膚表面 pHのアルカリ化の関与
10% SDSの反復塗布によって皮膚炎や皮膚乾燥が誘発された。皮膚炎や皮膚乾燥によって
皮膚表層の恒常性が崩壊され，その結果，皮膚表面 pHが健常時の弱酸性（Jolly et al., 1961）
から中性付近まで移行したと考えられる。第 1章で 10%ラウリン酸ナトリウムの単回塗布に
よって誘発される痒み関連動作はラウリン酸ナトリウムの界面活性作用とアルカリ性の両作
用が痒み発生に関与すると示唆している。つまり，ラウリン酸ナトリウムの塗布自体が痒み
を発生し得る刺激となり得ることを見出したが，10% SDSの反復塗布は，SDSの界面活性作
用に結果的に皮膚表面 pHの中和が加わることで痒みを誘発したと考えられる。
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第 2節 SDS反復塗布の表皮内神経線維分布への影響
10% SDSの反復塗布によって誘発される掻き動作に表皮ケラチノサイト内でのhistamine産
生が関与していることを明らかにした。アトピー性皮膚炎，乾皮症，乾癬，腎疾患，胆汁う
っ滞性肝障害などの抗 histamine薬抵抗性の皮膚疾患では，知覚神経線維の表皮内侵入，バリ
ア機能の低下により外的刺激に対して過敏な皮膚状態になっている。つまり，痒みを伝える
求心性インパルスが生じやすい知覚過敏状態にあると考えられる。洗浄力の強いアニオン性
界面活性剤 SDSの反復適用はヒトや動物において皮膚炎や皮膚乾燥を誘発する（Effendy and 
Maibach, 1995; Agner and Serup, 1990; Moon et al., 2001）。また，本研究から 10% SDSの反復塗
布が慢性の痒みを誘発することも分かった。SDS誘発皮膚炎や SDS誘発皮膚乾燥の増悪とと
もに掻き動作回数が多くなっていることから，難治性の痒みを呈する皮膚疾患と同様表皮内
知覚神経線維の増加が生じているのではないかと推測できる。
表皮内への神経線維の侵入は表皮内の神経伸長因子と神経反発因子のバランスによって調
節されており，健常皮膚では神経反発因子が優位となっているため表皮内への神経伸長はほ
とんど観察されない（Jarvikallio et al., 2003）。しかし，持続的な痒みを感じる乾燥肌患者やア
トピー性皮膚炎患者では神経伸長因子が優位となり，表皮内へ感覚神経が侵入している
（Jarvikallio et al., 2003）。神経線維の表皮内侵入メカニズムの一つとしてケラチノサイトの産
生する nerve growth factor（NGF）の増加が関与し（Horiuchi et al., 2005; Tominaga et al., 2007），
表皮内の神経反発因子である semaphorin3A発現の減少が関与している（Tominaga et al., 2008）。
そこで，本節では SDSの反復塗布によって知覚神経線維の表皮内侵入が誘導されているか
の検討と，神経伸長に関わる神経伸長因子である NGF と神経反発因子である semaphorin3A
について免疫組織化学染色法を用いて検討した。
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2-1. 実験材料及び実験方法
2-1-1. 実験動物
第 1章・第 1節・1-1-1に準じた。
2-1-2. 使用薬物
第 3章・第 1節・1-1-2に準じた。
2-1-3. 免疫組織学的検討
マウスを sodium pentobarbital（80 mg/kg, intraperitoneally）で麻酔し，開胸後，心血液循環系
を利用して PBSで十分に灌流し，脱血後 4% paraformaldehydeで再灌流し組織の前固定を行っ
た。その後，界面活性剤適用部位を採取し，4% paraformaldehyde に 4°C で 12 時間（最低 4
時間以上）浸漬固定を行った。その後，凍結時にできる氷晶による組織傷害を防ぐために組
織を，30%スクロースを含む PBSに浸し 4°Cで 2日間放置し，スクロース置換を行った。そ
の皮膚を OTC-コンパウンド（Tissue Tek®, サクラ精機, 東京）に包埋後，-80°Cにて凍結し，
クリオスタット（model CM1850; Leica, Nuloch, Germany）にて皮膚切片（切片厚 40 m）を
作製した。
各抗体および希釈溶媒（希釈率），反応時間，反応温度を Table 17-19に示した。
Table 17. Nerve growth factor（NGF）の免疫蛍光組織染色に使用した抗体と反応条件
抗体名 希釈溶媒（希釈率）
反応
時間
反応
温度
1次
抗体
Rabbit polyclonal anti-NGF antibody（Cat# 
AB1526, Millipore, Billerica, MA, USA）
Can Get Signal A
（1/100; Toyobo） 24-48 h 4°C 
2次
抗体
Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG 
antibody（Cat# A21206, Invitrogen）
Can Get Signal A
（1/1000） 2 h 室温
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Table 18. Semaphorin3Aの免疫蛍光組織染色に使用した抗体と反応条件
抗体名 希釈溶媒（希釈率）
反応
時間
反応
温度
1次
抗体
Goat polyclonal anti-semaphorin3A antibody 
[Cat# (N-15) sc-1148, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA] 
Can Get Signal B
（1/100; Toyobo） 24-48 h 4°C 
2次
抗体
Alexa Fluor® 488 donkey anti-goat IgG 
antibody（Cat# A11055, Invitrogen）
Can Get Signal B
（1/1000） 2 h 室温
Table 19. Protein gene product 9.5（PGP9.5）の免疫蛍光組織染色に使用した抗体と反応条件
抗体名 希釈溶媒（希釈率）
反応
時間
反応
温度
1次
抗体
Rabbit polyclonal anti-PGP9.5 antibody（Cat# 
RA95101, Ultraclone, Isle of Wight, UK）
1.5% FBSを含む
PBS-T（1/1000） 24-48 h 4°C 
2次
抗体
Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG 
antibody（Cat# A21206）
1.5% FBSを含む
PBS-T（1/1000） 2 h 室温
1次抗体反応後および 2次抗体反応後には TBSで洗浄（10 min × 3）を行った。2次抗体反
応後の洗浄操作終了後に，皮膚切片をスライドガラスに貼り付け，スライドガラスに固着し
たことを確認後，封入剤を滴下しカバーガラスで覆い，固化するまで遮光しながら 4°C で水
平に保ちプレパラートを作製した。共焦点レーザ走査型顕微鏡（model TCS-SP5; Leica 
Microsystems, Wetzler, Germany）で観察・撮影（field size: 662.0 × 879.3 m）した。
 各抗原（PGP9.5, NGF, semaphorin3A）に対する皮膚切片を vehicle処置群および 10% SDS
処置群それぞれ 2枚ずつ作製した。各切片から無作為に 4-8画像（magnification: ×20）を撮影
した。Image J software（NIH, Bethesda, MD, USA）を用いて，定量的画像解析を行った。
2-1-4. 統計学的解析
第 1章・第 1節・1-1-6に準じた。
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2-2. 実験結果
2-2-1. 表皮内神経線維の制御機構に対する SDSの効果
10% SDSを 1日 1回繰返し塗布し，塗布 4回目（Day 3）の 24時間後に ICRマウスの吻側
背部皮膚を採取した。採取した皮膚の皮膚切片を pan-axonal marker PGP9.5（Thompson et al., 
1983），NGFと semaphorin3Aに対する各々の抗体で免疫組織染色した。
10%の SDS の反復塗布は vehicle（蒸留水）の反復塗布と比較して表皮内の神経成長因子
NGFが顕著に増加し，神経反発因子 semaphorin3Aが顕著に減少し，表皮内の PGP9.5陽性神
経線維の数が有意に増加した（Fig. 32）。
NGF発現は，特に基底層よりも上層の有棘層，顆粒層で強く誘導された。
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A
B
Fig. 32. Immunoreactivity for PGP9.5, NGF and semaphorin3A in the SDS-treated skin. 
ICR mice received once daily application of 10% SDS or vehicle (VH, distilled water) to the skin for 4 
days. Skin sections were immunostained with anti-PGP9.5, anti-NGF and anti-semaphorin3A 
antibodies. (A) Typical images of immunohistochemical staining of PGP9.5, NGF and semaphorin3A 
in the skin (scale bar = 100 m). Insects depict higher magnification of the image delineated by the 
rectangles (scale bar = 20 m). (B) Quantitative analysis of immunoreactivites in the epidermis. 
Values present as the mean ± SEM (n = 3 or 4) of ratio to VH. *, **P < 0.05, 0.01, respectively, vs. 
VH (Studentt t-test). 
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2-3. 考察
10% SDSの反復塗布によって誘発された表皮内への神経伸長について
アトピー性皮膚炎などの難治性掻痒を生じる慢性炎症性皮膚疾患（Stander and Steinhoff, 
2002）の表皮内には知覚神経線維の侵入が認められ，皮膚の過敏性を高めている（Lonne-Rahm 
et al., 2004）。神経線維の表皮内侵入メカニズムの一つとして，神経伸長因子と神経反発因子
の量的バランスの制御がある（Ikoma et al., 2006; Tominaga et al., 2008）。神経線維の表皮内侵
入に関与する因子は軸索ガイダンス分子と呼ばれ，神経伸長因子として NGF，amphiregulin，
gelatinase，artemin，神経反発因子として semaphorin3A（Negi et al., 2012），anosmin-1（Tengara 
et al., 2010）などがしられている。
健康皮膚の表皮内では神経反発因子が優位となっているため，表皮内への神経線維の侵入
を抑制している。その結果，神経線維の終末は表皮基底膜近傍にとどまっているが，アトピ
ー性皮膚炎などの表皮内では神経伸長因子が優位となっているため（Raychaudhuri et al., 1998; 
Kinkelin et al., 2000），神経線維が表皮内へ侵入する（Urashima and Mihara, 1998; Steinhoff et al., 
2003; Dou et al., 2006）。表皮内に侵入した神経線維は CGRPや substance Pなどの神経ペプチ
ドを発現しており（Naukkarinen et al., 1989; Chan et al., 1997），少なからず刺激への反応性が亢
進していると考えられ，痒み刺激に対する反応性も変化していると推測される。
10% SDSの反復塗布は，表皮内の NGFの発現を増加し，semaphorin3Aの発現を減少した。
神経伸長因子と神経反発因子のバランスが崩れた結果，表皮内への神経線維が侵入したと思
われる。Histamine刺激によりヒト由来ケラチノサイトにおいて NGF産生が亢進する（Kanda 
and Watanabe, 2003）。また，histamine 刺激によりマウス由来ケラチノサイトにおけて
semaphorin3A発現を抑制する（Ohsawa and Hirasawa, 2012）ことから，10% SDSの反復塗布
によって増加した表皮内の histamineが表皮内への神経伸長に関与しているとかもしれない。
まとめると，10% SDSの反復塗布は外部刺激に対する反応性が亢進した敏感皮膚の形成を
促し，この状態が表皮ケラチノサイトの histamineによる痒みを増強したと推測される。
NGFと表皮肥厚について
NGFは表皮ケラチノサイトの増殖に関わっているが，マウスにおいては毛周期によってそ
の作用が異なる（Paus et al., 1994）。マウスの皮膚の組織培養において，NGF刺激によって表
皮ケラチノサイトの増殖が，ヘアサイクルが休止期の皮膚で確認されるのに対し，成長期の
皮膚では表皮ケラチノサイトの増殖を抑制し，この抑制がNGFの中和抗体で阻害される（Paus 
et al., 1994）。本研究ではマウスのヘアサイクルが休止期に刈毛・除毛し試験に用いているた
め NGF による表皮肥厚が観察されたのかもしれない。NGF 産生にはケラチノサイトへの
histamine刺激が関与するが（Kanda and Watanabe, 2003），本研究において観察された表皮内の
histamine産生の増加と表皮内の NGF発現量の増加との関係性は不明であり，今後の課題であ
る。
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第 2章・小括
・ 10% SDSの単回塗布は痒み関連行動を誘発しなかった。これより 10% SDSの単回塗布は
直接的に痒みを発生する刺激になり得なかった。
・ 10% SDS反復塗布は皮膚炎，皮膚乾燥および皮膚バリア機能の崩壊を誘発した。
・ 10% SDS反復塗布によって誘発された掻き動作は naloxoneおよび terfenadineで抑制され
たが，マスト細胞欠損では抑制されなかった。
・ 10% SDS反復塗布は表皮内の histamine含有量を増加させ，74-kDaおよび 53-kDa HDC発
現量を増加させた。
・ 10% SDS反復塗布は表皮内の HDC mRNA発現量を増加させた。
・ 10% SDS反復塗布は表皮内の NGF発現量を増加させ，表皮内の semaphorin3A発現量を
減少させ，表皮内の PGP9.5陽性神経線維を増加させた。
以上より，10% SDSの反復塗布は，表皮内で HDC mRNA発現の増加と 74kDa HDC発現量
の増加，および HDCのプロセッシングの亢進を介した 53kDa HDC発現量の増加を促した。
その結果，histamine合成が促進され，合成された histamineが痒み反応に関係していると示唆
される。10% SDSの反復塗布は皮膚炎や皮膚乾燥を誘発した。皮膚の恒常性が崩壊した結果，
皮膚表面 pHのアルカリ化が生じたと思われる。そして結果的に，皮膚表面の中和と SDSの
界面活性作用が組合わされることで痒みの発生や，痒みの維持が生じたと考えられる。さら
に，10% SDSの反復塗布によって外部刺激に対する反応性が亢進した敏感皮膚を形成するこ
とを見出した。この敏感皮膚の状態が表皮内 histamineによる痒みを増強したと推測される。
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総括
本研究で得られた成果を以下にまとめる。
1) アニオン性界面活性剤のラウリン酸ナトリウムの単回塗布が直接痒みを誘発する刺激と
なり得ることを明らかにした。その痒みの発生メカニズムにマスト細胞というよりむしろ
ケラチノサイトにおけるHDCの活性化を介したhistamine産生が関与することを見出した。
2) Chlorogenic acid の塗布はラウリン酸ナトリウム誘発の急性の痒み反応を抑制した。
Chlorogenic acidの鎮痒作用はラウリン酸ナトリウムによって誘発された表皮内の 53-kDa 
HDCの発現の増加と表皮内の histamineの産生増加の抑制であることを明らかにした。
3) アニオン性界面活性剤の SDS の単回塗布は痒み反応を誘発しなかったが，反復塗布は慢
性の痒み反応を誘発した。その慢性の痒み発生に表皮内の HDC mRNA の増加と 74-kDa 
HDCの増加，HDCのプロセッシングの亢進を介して生成した 53-kDa HDCの増加によっ
て産生亢進された histamineが主に関与することを明らかにした。また，SDSの反復塗布
は外部刺激に対する反応性が亢進した敏感皮膚にすることを見出した。これらが複合的に
作用して痒みの発生，増強，維持が生じることを示した。
本研究により，一部のアニオン性界面活性剤が直接痒みを誘発する刺激となり得ることが
明らかとなった。アニオン性界面活性剤を使用する場合は，使用後の皮膚のケアが重要であ
る。また，化粧品等にアニオン性界面活性剤を配合する場合には，表皮ケラチノサイトによ
る histamine産生・遊離の抑制が痒みの予防のために有用かつ有効であると示唆される。
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